Postverlagsort Berlin 
UHIVE =. b We 


P ARCHIY 


RL AKT 
V979¢ 
Uni 24 bY 


MIKROBIOLOGIE 


BEGRUNDET VON 
J. BEHRENS F.BOAS A, RIPPEL 


HERAUSGEGEBEN VON 
C. B. VAN NIEL R. NILSSON E. G. PRINGSHEIM 


PACIFIC GROVE UPPSALA GOTTINGEN vorm, CAMBRIDGE 
W.H. SCHOPFER H. TAMIYA 
BERN TOKIO 


UND DEN SCHRIFTLEITERN 


A. RIPPEL-BALDES R. HARDER 


GOTTINGEN GOTTINGEN 


24. BAND - 3. HEFT 


MIT 45 TEXTABBILDUNGEN 
(ABGESCHLOSSEN AM 22. MAT 1956) 


, fr SPRINGER-VERLAG 
QE! peRLIn-GOTTINGEN - HEIDELBERG 


Ar as 1956 


Arch, 
Mikrobiol. 


Archiy fiir Mikrobiologie 
Zeitschrift fiir die Erforschung der pflanzlichen Mikroorganismen. Begriindet 1930 
von J. Behrens, F. Boas, A. Rippel. Berlin, Springer. 


Das ,,Archiv fiir Mikrobiologie steht Originalarbeiten und Sammelreferaten aus 

dem Gesamtgebiet der pflanzlichen Mikroorganismen offen. Arbeiten, die nur prak- 

tischen Zwecken dienen, scheiden aus, wahrend im iibrigen alle wissenschaftlichen 

Fragen aus ,,reinen“ und ,,angewandten“ Gebieten beriicksichtigt werden. 

Das ,,Archiv“ erscheint nach MaSgabe des eingehenden Materials. Der Preis des 

Bandes betragt DM 96.—. 

Der Autor erhalt einen Unkostenersatz von DM 20.— fiir den 16seitigen Druck- 

bogen, jedoch im Hoéchstfalle DM 30.— fiir eine Arbeit. Sammelreferate werden 

mit DM 40.— fiir den Druckbogen honoriert. 

Es wird ausdriicklich darauf aufmerksam gemacht, daB mit der Annahme des Ma- 

nuskriptes und seiner Verdffentlichung durch den Verlag das ausschlieBliche Ver- 

lagsrecht fiir alle Sprachen und Lander an den Verlag iibergeht. Grundsatzlich 

diirfen nur Arbeiten eingereicht werden, die vorher weder im Inland noch im Aus- 

land ver6ffentlicht worden sind, und die auch nachtraglich nicht anderweitig zu 

veroffentlichen der Autor sich verpflichtet. 

Es ist ferner ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages nicht gestattet, photo- 

graphische Vervielfaltigungen, Mikrofilme, Mikrophotos u. 4. von den Zeitschriften- 
_heften, von einzelnen Beitragen oder von Teilen daraus herzustellen. 

Die Mitarbeiter erhalten von ihren Arbeiten 75 Sonderdrucke unentgeltlich. 


Manuskripte erbeten an: 


Prof. Dr. C. B. van Niel, California/USA, Pacific Grove, Stanford University, Hop- 
kins Marine Station, 


Prof. Dr. R. Nilsson, Uppsala 7/Schweden, Kungl. Lantbrukshégskolan, Mikro- 
biologiska Institutionen, 


Prof. Dr. HZ. G. Pringsheim, Gottingen, Untere Karspiile, Pflanzenphysiologisches 
Institut, 


Prof. Dr. W. H. Schopfer, Bern/Schweiz, Botanisches Institut der Universitit, 


Prof. Dr. H. Tamiya, Tokio/Japan, 41, Mejiro-Machi 4th St., The Tokugawa In- 
stitute for Biological Research, 


oder an die Schriftleitung: 


Prof. Dr. A. Rippel-Baldes, Gottingen, Institut fiir Mikrobiologie, GoBlerstr. 16 
Prof. Dr. R. Harder, Gottingen, Pflanzenphysiolog. Institut, Nikolausberger Weg 18 


Springer-Verlag 
Berlin + Géttingen - Heidelberg 


24. Band Inhaltsverzeichnis "3. Heft 


Seite 
KANDLER, O., C. ZHHENDER und J. Miter, Weitere Untersuchungen iiber 
den Atmungsstoffwechsel von Proteus vulgaris, dessen stabiler L-Phase und 
der pleurophneumonie-ihnlichen Organismen. Mit 1 Textabbildung . . . 209 


KANDLER, OR OF ZHHENDER und J. Miituer, Vergleichende Untersuchungen 
iiber den Nucleinsiuren- und Atmungsstoffwechsel von Proteus vulgaris, 
dessen stabiler L-Phase und den pleuropneumonie-ahnlichen Organismen. 


Mip-ll Textabbildungen.. () se 2: Pu ST eT OAS ee oh aa eee LO 
KANDLER, O., J. Mijtimr und C. Zenmnper, Uber Veranderungen des Nuclein- 
siurengehaltes von Proteus vulgaris wahrend der durch Penicillin aus- 
gelésten Umwandlung in die L-Phase. Mit 9 Textabbildungen. . . . . . 250 
PEYNAUD, E., et 8. Domerca, Sur les Brettanomyces isolés de Raisins et de 
Vins: Avec, 14 figures.dans letexter.”. “en. lk Pee ee eee 266 
Buxatscu, F., Zur Analyse der Bakterienhemmstoffe aus der Wurzel vom 
Schéllkraut und ahnlichen Pflanzen. Mit 6 Textabbildungen. . . . . . . 281 


3:Textabbildungen:. «2. S7.iec oe ee . 297 


teria. I. The nature of the carotenoid pigments in a halophilic photo- 
synthetic sulphur bacterium (Chromatium spp.). With 1 figure in the text 305 


Ng 


_ Archiy fiir Mikrobiologie, Bd. 24, §. 209218 (1956) 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen) 


Weitere Untersuchungen tiber den Atmungsstoffwechsel 
von Proteus vulgaris, dessen stabiler L-Phase und der 
pleuropneumonie-ahnlichen Organismen 


Von 
OTTO KANDLER, CLAUS ZEHENDER und JOHANNES MULLER 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 5. Januar 1956) 


In Fortsetzung unserer Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der 
L-Phasen und pleuropneumonie-aihnlichen Organismen (PPLO) fiihrten 
wir einige Versuche tiber die Substratverwertung und Giftempfindlich- 
keit dieser Organismen aus. Friihere Untersuchungen (KANDLER U. 
Mitarb., 1956) hatten gezeigt, dafS der oxydative Stoffwechsel, bezogen 
auf die Syntheseleistung, bei P. vulgaris, der stabilen L-Phase und den 
PPLO etwa den gleichen Umfang hat. Die im folgenden dargestellten 
Versuche sollten zeigen, ob sich zwischen diesen 3 Lebensformen quali- 
tative Unterschiede im Atmungsstoffwechsel finden lassen, die sich in 
einem veradnderten Substratbediirfnis bzw. anderer Empfindlichkeit 
gegentiber Atmungsgiften auswirken miiBten. Derartige Versuche waren 
als Vorversuche fiir eine eingehendere fermentchemische Untersuchung 
gedacht. 


Material und Methode 


Es wurden die gleichen Stamme verwendet wie bei den friiheren (KANDLER u. 
KANDLER, 1955) Versuchen. Auch der Nahrboden war derselbe (0,7% Pepton, 
tryptisch verdaut aus Fleisch; 0,5°% Hefeextrakt, Cenovis, Miinchen; 0,1% Glucose ; 
0,3% NaCl, 0,2% K,HPO,,1% Agar, 10% Pferdeserum; px = 7,8). Fir Flissigkeits- 
kulturen wurde die Phosphatmenge vervierfacht. Im Gegensatz zu frither wuchs die 
stabile Z-Phase von Proteus vulgaris nunmehr in dieser Nahrlésung ausgezeich- 
net. Es mag sich um eine allmahliche Adaptation an die Nahrbodenzusammensetzung 
im Laufe der vielen Passagen (bis jetzt 150) handeln. Die Stammkulturen wurden 
immer auf feste Nahrbéden weiteriibertragen, wihrend das Material fiir die 
Atmungsmessungen in je 300 ml Flissigkeit herangezogen wurde. Bebriitungs- 
temperatur 37° C. Die Beimpfung erfolgte durch Ausstreichen bzw. Hineinwerfen 
eines bewachsenen Agarstiickes. Gelegentlich wurde auch direkt von Flissig auf 
Fliissig weitergeimpft, doch ist dabei die Infektionsgefahr erheblich groBer. 

Die Ernte der Organismen erfolgte kurz nach Abschlu8 des Hauptwachstums; bei 
P. vulgaris nach 24 Std, bei der L-Phase und den PPLO nach 3—4 Tagen. Die 
Organismen wurden mit Hilfe einer hochtourigen Zentrifuge (Pirouette) sedimentiert 
(10 min bei 15 000 g), mit Aqua dest. ausgewaschen und dann zur Atmungsmessung 
verwendet. In ausfiihrlichen Vorversuchen war festgestellt worden, da bei allen 
3 Organismen eine Puffermolaritat von m/30—m/¢45 und ein px von 7,8—8,2 optimal 
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sind. Lingerer Aufenthalt in diesen Phosphatpuffern schadigt die Organismen nicht. 
Dies wurde dadurch kontrolliert, daB in verschiedenen, gleichartig mit je 2 ml Sus- 
pension beschickten Atmungstrégen erst nach 1—8 Std Substrat zugegeben wurde. 
Bis zur 4. Std war der Atmungsanstieg nach Substratzugabe praktisch gleich stark 
und erst bei langerer Ausdehnung der Verarmung trat bei L-Phasen und PPLO eine 
Verminderung der Atmungsintensitaét ein. Bei P. vulgaris konnte die Verarmung 
sehr viel langer ausgedehnt werden. 

Die Wirkung verschiedener Gifte auf das Wachstum wurde dadurch getestet, 
daB fester Nihrboden mit entsprechenden Giftmengen versetzt und anschlieBend 
mit den Organismen beimpft wurde. Dabei wurden auf jede Platte 3 PPLO-Stamme 
und die L-Phase geimpft, so daB fiir alle gleiche Bedingungen vorlagen. P. vulgaris 
mufte wegen seines Schwirmvermégens auf eine eigene Platte geimpft werden. 
Nach 2 baw. 4 Tagen wurde das Ergebnis abgelesen und der Bewuchs in einem re- 
lativen MaBsystem ausgedriickt. Wenn kein makroskopisch sichtbarer Bewuchs 
vorhanden war, wurde stets mit Hilfe des Stereomikroskopes kontrolliert, ob nicht 
doch kleine Kolonien gebildet worden waren. 

Alle Atmungsmessungen wurden nach der manometrischen Methode (vgl. Drxon, 
1953) ausgefiihrt. Die Bestimmung des Gesamtstickstoffes der Suspensionen erfolgte 
nach der Kjeldahlmethode (vgl. Kixry, 1932). Die verwendeten Substrate wurden 
mit NaOH auf pq 7,8 eingestellt. Von den Sauren lagen also jeweils die Na-Salze vor. 


Versuchsergebnisse 
1. Versuche tiber den oxydativen Abbau verschiedener Substrate 


In einer friiheren Mitteilung (KANDLER u. KANDLER, 1955) war gezeigt 
worden, da® sich die L-Phase von der Bakterienform in ihrer Fahigkeit 
zur Saiurebildung aus verschiedenen Kohlenhydraten nicht unterscheidet. 
In vorliegender Arbeit wurde die nur qualitative bakteriologische Nach- 
weismethode der Substratverwertung, die nur fiir Kohlenhydrate an- 
wendbar und mit manchen Fehlerméglichkeiten behaftet ist, durch die 
manometrische Messung der Sauerstoffaufnahme nach Zugabe des be- 
treffenden Substrates ersetzt. 


Bekanntlich treten bei Bakterien sehr hiufig Mutanten auf, die die 
Fahigkeit zur Verwertung eines bestimmten Substrates verloren, bzw. 
wieder erworben haben, und es wire durchaus denkbar, da bei der 
tiefgreifenden Umorganisation wihrend der L-Umwandlung derartige 
Verinderungen in gré8erer Zahl vorkommen. Wir bestimmten daher die 
Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme nach Zugabe der physiologisch 
wichtigsten Kohlenhydrate, organ. Siuren, Aminosiiuren und Alkohole. 


Von Ansatz zu Ansatz war der Absolutwert des nN Qo, (Sauerstoffverbrauch je 
Stunde und mg Gesamt-N in mm?) selbst fiir gleiche Substrate recht verschieden, 
da Alter und Kulturbedingungen doch nicht immer vdllig gleich gehalten werden 
kénnen. Um einen besseren Vergleich zu ermédglichen, wurde daher immer eine 
Probe mit Pepton, das als giinstigstes Substrat angesehen werden kann, mitgefiihrt 
und die Atmung mit den anderen Substraten in Prozenten der ,,Peptonatmung‘ 
ausgedriickt. Von einer Suspension wurden stets méglichst viele Ansaitze mit ver- 
schiedenen Substraten gleichzeitig gemacht (in der Regel 12), damit auf jeden Fall 
die relativen Werte fiir die Atmungsférderung richtig erhalten wurden. 


: 


* 
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Von allen Substraten wurden Konzentrationsabstufungen von m/100—m/10 
untersucht. Die in Tab. 1 zusammengestellten Werte sind Héchstwerte. Besonders 
bei den org. Siuren kénnen mit ungiinstigerem Organismenmaterial wesentlich 
geringere Atmungssteigerungen gegeniiber Pepton erhalten werden. Doch soll an 
dieser Stelle nicht auf die naheren Bedingungen, von denen die Umsatzgeschwindig- 
keit der verschiedenen Substrate abhangt, eingegangen werden. 


Tabelle 1. Sauerstoffuerbrauch in % der ,,Peptonatmung nach Zugabe verschiedener 
Substrate. px 7,8; t = 27°C 


Proteus 7 
Substrat vulgaris weg Substrat cant eae 

% % % % 
een Nerd 
Saccharose. . .. 45 40 Asparaginsaure 60 50 
Glucose...) .\. . 45 50 Asparagin . 40 30 
Mextrine teu. « 2 10 Glutaminsaure 30 24 
WearKel SM UMeSE rs 2 5 Weucinin cy 25 30 
NMaltOsOs ie as ts 40 40 Methionin . 25 25 
Fructose... .... 30 35 Uyrosingy sar 20 20 
actoses a 2..0la. « 2 6 Alanin ... 10 10 
Galaktose .... 45 35 Glykokoll. . 5 7 
RaDOSeIe a chs 15 20 

Methanol . . 2 3 

Essigsiure . . . . 80 100 Athanol. . . 5 5 
Ameisenséure. . . 50 75 Butanol. . . 2 3 
Bernsteinsiure . . 70 110 Glycerin .. 30 23 
Milchsdure . .. . 80 130 
Brenztraubensaure 30 14 Leeratmung . 
Apfelsaure . . . . 25 12 ohne Substrat | 2—3 85 
Glykolsiure .. . 15 12 
Propionséure. . . 2 5 
Malonséure. .. . 2 5 
Weinséure ... . 2 5 


Wie Tab. 1 zeigt, besteht zwischen der Bakterienform und der L- 
Phase kein qualitativer Unterschied in bezug auf die Fahigkeit zur 
Oxydation verschiedener Substrate. Hin eindeutiger quantitativer Unter- 
schied ergibt sich bei den niederen organischen Sauren, die im Vergleich 
zu den anderen Substraten von der L-Phase relativ besser umgesetzt 
werden, als von der Bakterienform. Die absolute Atmungsgeschwindigkeit 
ist aber bei der L-Phase erheblich niedriger. So schwankte der N Qo, der 
Peptonatmung bei der L-Phase zwischen 90 und 150, bei Proteus aber 
zwischen 600 und 1200. Mit optimalem Substrat und wahrend der log- 
Phase des Wachstums liegen die Werte noch erheblich hoher (KANDLER 
u. Mitarb., 1956). 

_ Gleichartige Versuche mit PPLO-Staémmen lieferten ein voilig anderes 
Ergebnis (vorwiegend wurde der Stamm ,,Findlay‘’ verwendet). Wie 


schon friher ausgefithrt (KANDLER u. KanpiEr, 1955), wird von den 
15% 


22 O. KanpieEr, C. ZEHENDER und J. MULLER: 


PPLO nur bei kombinierter Zugabe von Hefeextrakt, Pepton u 1d Glu- 
cose eine kraftige Sauerstoffaufnahme erreicht. Dabei handelt ‘sich 
nicht um eine bloBe Addition der bei Zugabe der einzelnen Substrate 
erreichten Atmung. Ohne Zusatz von anderen Substraten  bewirkten nur . 
Glucose, Maltose, Fructose, Galaktose und Cellobiose, letztere allerdings 
nur in sehr geringem Umfang, eine meBbare Atmungssteigerung in der 
ersten Stunde, die dann rasch wieder absank. Mannose, Sorbose, Rham- 
nose, Arabinose und Xylose waren wirkungslos. Ebensowenig fihrten 
organische Saéuren, Aminoséuren und Alkohole, von denen alle in Tab. 1 
angefiihrten Vertreter in verschiedenen Konzentrationen untersucht 
wurden, zu einer Erhohung der sehr geringen Leeratmung. In Verbin- 
dung mit Hefeextrakt war die atmungssteigernde Wirkung der Kohlen- 
hydrate Glucose, Starke, Galaktose, Laevulose, Fructose, Cellobiose (die 
Reihenfolge gibt die relative Wirksamkeit an) etwas stirker, « ie ubrigen 
Substrate waren aber auch in diesem Falle wirkungslos. 

In einigen Versuchen wurde die Wirkung verschiedener Vitamine, die 
als Cofermente fiir die Atmung bekannt sind, auf die Glucoseatmung 
untersucht. Es trat aber nur bei Verwendung von Ascorbinsdure eine 
wesentliche Steigerung der Sauerstoffaufnahme ein. Diese beruhte jedoch 
nicht auf einem verstirkten Glucoseumsatz, sondern nur auf einer Oxy- — 
dation der Ascorbinsiure selbst. Bei anderen Vitaminen, wie B,, B,, 
Pantothensaure, Folsdiure, Biotin, usw. ergaben sich keine eindeutigen 
Forderungen. 

Die Unfiahigkeit unserer PPLO-Stimme, organische Saiuren zu oxy- 
dieren, ist erstaunlich, da praktisch alle Bakterien einen Teil dieser Sub- 
strate recht rasch angreifen. Wie die oben geschilderten Versuche mit der 
L-Phase gezeigt haben, geht diese Fahigkeit bei der L-Umwandlung 
nicht verloren. Wenn also die PPLO, wie verschiedene Autoren anneh- 

— men (Drenrs u. WEINBERGER, 1951, TuULASNE, 1951, 1953), nur stabile 
_ L-Phasen sind, deren Bakterienform man nicht kennt, so mii&te man als 
& mutmafliche Ausgangsformen nach Bakterien suchen, die sich ernah- 

- rungsphysiologisch ahnlich verhalten. Es sei denn, da man eine allmiah- 

liche Reduktion verschiedener Stoffwechselleistungen unabhingig vom 
eigentlichen Umwandlungsvorgang annimmt. Dafiir liegen aber zunachst 
keine Anhaltspunkte vor. 


2. Versuche tiber die Wirkung verschiedener Atmungsgifte 


Bei der Aufklirung des Atmungsstoffwechsels, wie sie in den letzten 
Jahrzehnten mit groBem Erfolg vorangetrieben wurde, spielte die Ver- 
wendung verschiedener Gifte mit mehr oder weniger gut bekannter 
spezifischer Wirkung eine wesentliche Rolle. Durch kombinierte Anwen- 
dung derartiger Atmungsgifte sind wir heute in der Lage, eine Aussage- 
dariiber zu machen, ob bei einem Organismus der Atmungsstoffwechse 
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uber bestimmte, bereits bekannte Mechanismen verlauft oder ob andere 
Wege in Betracht gezogen werden miissen. 

Wir priiften daher, ob P. vulgaris, dessen L-Phase und die PPLO 
von einer Reihe von Atmungsgiften in gleichem Umfang gehemmt werden 
oder ob einer dieser Organismen charakteristische Abweichungen auf- 
weist. In Abb. 1 ist ein verkiirztes Schema des Kohlenhydratabbaues 
nach dem bei den meisten Organismen realisierten Mechanismus dar- 
gestellt und der wahrscheinliche Ort des Eingriffes der einzelnen Gifte 


Hexosediphosphat 
PO, C0, 
Phosphorglycerinaldehyd 


Monojodessigsdure 


Arsenat Diphosphorglycerinsaure 


Fluorid 


Arsenit 
Acety!-CoA 


Phosphororenztraubensaure 
ATP 


Qyrrochrom KCN 
ON ieee MeO 54 DNP Acid 
Arsenat ~ ___ 
ATP PO; 


Abb. 1. Schema des Kohlenhydratabbaues mit Markierung der Angriffspunkte verschiedener 
Atmungsgifte 


angegeben (vgl. Jamus, 1953). So greifen Monojodessigséure und Fluorid 
im sogenannten EMBDEN-MEYERHOF-Schema ein, wahrend Arsenit durch 
Blockierung der Liponsiure den Ubertritt der Brenztraubensdure in 
den Citronensaurecyclus verhindert. KCN und Azid inaktivieren durch 
Komplexbildung das Fermenteisen der Cytochrom-a-Oxydase und grei- 
fen damit in die Atmungskette ein. Azid entkoppelt auBerdem ebenso 
wie 2,4-Dinitrophenol (DNP) die mit dem Elektronentransport gekop- 
pelte Atmungskettenphosphorylierung. Als universelles Phosphorylie- 
rungsgift, das auch die mit der Triosephosphatdehydrierung verbundene 
Substratphosphorylierung entkoppelt, wurde Arsenat verwendet. 

Die Wirksamkeit dieser Gifte wurde in 2 Versuchsanordnungen fest- 
gestellt. Zunachst wurden Nahrbéden mit verschiedenen Giftzusdtzen 
hergestellt und das Wachstum beobachtet. Das Ergebnis zeigt Tab. 2. 
Andererseits wurden aber auch manometrische Versuche ausgefiihrt, bei 
denen die aus Flissigkeitskulturen geernteten Organismen zunachst mit 
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optimalem Substrat (normale Nahrlésung) versetzt wurden und dann 
Zusiitze von verschiedenen Giften erhielten. Der Sauerstoffverbrauch 
nach etwa einer Stunde (die Wirkung trat bei den verschiedenen Giften 
nach unterschiedlichen Zeiten ein), wenn die Giftwirkung voll zur Aus- 
bildung gekommen war, ist in Prozent der unvergifteten Probe in Tab. 3 
zusammengestellt. 


Tabelle 2. Wachstum auf festen Nahrbéden bei Zugabe verschiedener Atmungsgifte. 
—kein, +—sehr schwaches, + gutes, ++ sehr gutes Wachstum. +o Wachstum 
ohne Schwarmen (nur fiir Proteus) 


Gift Konzentration PPLO L-Phase | Proteus vulgaris 
KCN m/100 a =— | ++ 
m/1000 + + ++ 
2,4-Dinitrophenol m/500 at — ++ 
m/5000 ae ++ ++ 
Azid m/10 oa -- — 
m/100 ++ — +— 
m/1000 ++ ++ ++ 
Arsenat m/10 + = 24 
m/100 ++ — — 
m/1000 ete 4 26 
m/2000 ++ ++ = es 
Arsenit m/100 a = =~ 
m/500 ++ _ Bee 
m/1000 ++ +— ae 
m/10000 | ++ ++ +4 
Monojodessigsiiure m/200 — —_ +— 
m/500 ~- _— Zt 
m/1000 -- — iam 
m/10 000 -- + état 
m/20 000 — ai wae 
m/50 000 + San eee 
m/100 000 ++ ++ i 
Fluorid m/10 —- + ag 
m/50 = | ++ +4 
m/100 ae ++ ++ 
m/200 + hf ++ 
m/500 ++ ++ ++ 


Der Vergleich der beiden Tab. 2 und 3 zeigt gute Ubereinstimmung. 
Der Wachstumstest ist naturgemif wesentlich ungenauer als die At- 
mungsmessung, spricht aber schon auf geringere Konzentrationen an. 
Zwischen Bakterienform und der L-Phase bestehen nur quantitative 
Unterschiede in dem Sinne, daB die L-Phase im Wachstumstest meist 


Untersuchungen iiber den Atmungsstoffwechsel von Proteus vulgaris 215 


etwas empfindlicher ist. Deutliche graduelle Unterschiede in der Hem- 
mung der Atmung ergaben sich bei Monoj odessigsiure, die fiir die 
L-Phase erheblich stiirker wirksam ist als fiir die Bakterienform und bei 
Arsenat und Azid, die beide eine geringere Wirkung auf die L-Phase aus- 
tben. Wenn man bedenkt, da8 die angefiihrten Werte bei verschiedenen 
Ansatzen durchaus um etwa + 10% schwanken kénnen, so kann man 
von einer guten grundsitzlichen Ubereinstimmung sprechen. Es spricht 
jedenfalls nichts dafiir, da8 man fiir die L-Phasen einen anderen Mecha- 
nismus der Atmung annehmen muB wie fiir die Bakterienform. 


Tabelle 3. Sauerstoffverbrauch in % der unvergifteten Kontrolle 


Gift Konzentration PPLO L-Phase Proteus vulgaris 
KCN m/1000 150 35 62 
m/10 000 150 60 85 
2,4-Dinitrophenol m/50 100 20 48 
m/150 100 38 66 
Azid m/10 100 30 6 
m/100 100 75 16 
m/1000 100 85 70 
Arsenat m/10 100 55 — 
m/100 100 64 16 
m/1000 100 75 25 
Arsenit m/80 65 = 9 
m/500 75 35 26 
m/5000 100 60 — 
Monojodessigsaure m/500 _— 25 46 
m/1000 — 32 75 
m/5000 Il 48 90 
m/10 000 22 70 — 
Fluorid m/10 30 60 80 
m/50 50 100 100 


Demgegeniiber zeigen die PPLO, von denen insgesamt 8 verschiedene 
Stémme untersucht wurden, ein véllig anderes Verhalten. Sie sind in 
beiden Testen gegeniiber Monojodessigsiiure und Fluorid sehr empfind- 
lich, werden aber von allen anderen Giften selbst in extrem hohen Kon- 
zentrationen nicht gehemmt. KCN fihrt sogar zu einer kraftigen At- 
mungsférderung. Eine Erklarung dieses mit geringen Konzentrationen 
auch bei anderen Organismen wiederholt beobachteten Effektes ist vor- 
laufig noch nicht sicher méglich. Man kann daran denken, daB tiber- 
schiissige Schwermetalle, die fiir die Atmung hemmend sind, von KCN 
gebunden werden, doch diirfte diese Erklérung fir die recht hohen Kon- 
zentrationen von 10-3 m nicht ausreichen. 
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Besonders erstaunlich ist auch die weitgehende Resistenz gegenitiber 
Arsenat. Die Versuche wurden auf Naéhrbéden durchgefihrt, die keen 
Phosphatzusatz enthielten, weil dieser die Arsenatwirkung aufheben 
wiirde. Véllig phosphatfrei waren die Naihrbéden allerdings nicht, da im 
Pepton groBe Mengen Phosphat enthalten sind. Allerdings reichen diese 
Phosphatmengen bei anderen Organismen bei weitem nicht aus, um eine 
Arsenathemmung aufzuheben, wie die Befunde an Proteus zeigen. 


Insgesamt muB aus dem Verhalten der PPLO gegenitiber den Atmungs- 
giften der SchluB gezogen werden, da sie bei ihrem aeroben Stoffwech- 
sel weder auf das Cytochromsystem, noch auf den Citronensaurecyclus 
angewiesen sind. Fiir letzteres spricht neben der Unempfindlichkeit 
gegeniiber Arsenit auch das Unvermégen zur Oxydation organischer 
Sauren. Es hat auch den Anschein, daB die tiblichen Phosphorylierungs- 
mechanismen ganz fehlen oder zumindest extrem verschobene Gleich- 
gewichte aufweisen, weil sonst eine derartig weitgehende Resistenz gegen- 
uber Arsenat, DNP und Azid unverstiandlich ware. Demgegeniiber scheint — 
das EMBpEN-MryEernHor-Schema eine entscheidende Rolle zu spielen, da 
sowohl Monojodessigsaure, als auch Fluorid so ungewohnlich stark wirk- 
sam sind. , 


Diskussion 


Sowohl die Versuche tiber die Substratverwertung, als auch die tiber 
die Giftempfindlichkeit sprechen dafiir, daB sich bei der L-Phasen-Um- 
wandlung keine qualitative Veranderung des Atmungsstoffwechsels voll- 
zieht. Die L-Phasen verfiigen mit groBer Wahrscheinlichkeit iiber die 
gleichen Atmungsfermente wie die Ausgangsbakterien. Eine allmiahliche 
Veranderung durch fortlaufende Passagenkultur in der L-Phase konnte 
im Laufe der bisherigen 150 Passagen nicht beobachtet werden. 


Die PPLO-Stimme verfiigen demgegeniiber mit Sicherheit iiber einen 
anderen Abbauweg und insbesondere tiber ein anderes Endoxydase- 
system. Sie sind durch das Unvermégen organischer Siuren und Amino- 
siuren oxydativ abzubauen und durch die Resistenz gegen eine Reihe 
von Atmungsgiften auBerordentlich gut charakterisiert und von den 
iblichen Bakterien deutlich unterschieden. Wir untersuchten vergleichs- 
weise eine Reihe haufiger Bakterien wie H. coli, Pseudomonas-Arten, 
Flavobacterium spec., Achromobacter spec., Micrococcus spec., Sarcina . 
lutea, Bacillus subtilis und mesentericus, Bacterium linens und Caulo- 
bacter vibrioides auf ihre Giftempfindlichkeit und fanden in keinem 
Falle ein ahnliches Verhalten wie bei den PPLO, wenn auch die einzelnen 
Formen jeweils durch Resistenz gegen einzelne Gifte voneinander ab- 
wichen. Besonders auffallig war die Resistenz von Sarcina gegen 
Arsenat, die genau so weitgehend wie bei den PPLO war. Allerdings 
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war Sarcina im Gegensatz zu den PPLO gegeniiber Azid und Arsenit 
sehr empfindlich. 

Die Identitat des Atmungsstoffwechsels von L-Phase und Bakterien- 
form einerseits, und die Sonderstellung der PPLO in bezug auf den At- 
mungsstoffwechsel andererseits, scheint uns ein wichtiger Gesichtspunkt 
fiir die Beantwortung der oben angeschnittenen Frage nach den Be- 
ziehungen zwischen L-Phase und PPLO zu sein. Es erscheint uns sowohl 
auf Grund der hier als auch schon frither (KANDLER u. KANDER, 1955, 
KaNDLER u. Mitarb., 1956) vorgelegten Befunde fiir sehr wahrscheinlich, 
daB es sich bei den PPLO um eine selbstindige Organismenklasse 
handelt und nicht um stabile L-Phasen. Zumindest nicht um L-Phasen, 
die in jiingster Vergangenheit, vielleicht Monate oder Jahre, entstanden 
sind, denn in diesen Zeitraumen sind nachtragliche stoffwechselphysiolo- 
gische Veraénderungen an L-Phasen nicht beobachtbar. Eine Entstehung 
aus Bakterien vor langeren Zeitraumen und damit ein phylogenetischer 
Zusammenhang zwischen Bakterien und PPLO ist natiirlich durchaus 
denkbar, doch dann besteht keine Veranlassung, sie noch als L-Phasen zu 
bezeichnen. Sie stellen dann ebenso eine eigene systematische Einheit dar 
wie andere phylogentisch verwandte und auseinander entstandene Grup- 
pen von Organismen. 


Die bisherigen Versuche tiber den Atmungsstoffwechsel der L-Phasen 
lassen es wenig aussichtsreich erscheinen, die Ursachen der in ihrem Wesen 
noch recht wenig verstandenen L-Umwandlung in einer Veranderung der 
Atmungsfermente zu suchen. Dagegen diirften die PPLO ein dankbares 
Objekt fiir eingehendere enzymologische Untersuchungen des Atmungs- 
stoffwechsels darstellen. 


Zusammenfassung 


Es wurde durch manometrische Atmungsmessung festgestellt, daB 
die stabile L-Phase von Proteus vulgaris die gleichen Substrate (ver- 
schiedene Kohlenhydrate, organische Siiuren, Aminoséuren und Alkohole) 
oxydieren bzw. nicht oxydieren kann wie die Bakterienform, aus der sie 
isoliert wurde. Auch die Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen 
Atmungsgiften ist von kleineren graduellen Abweichungen abgesehen die 
gleiche. 

Demgegeniiber vermégen die PPLO, von denen 8 Stamme mit vollig 
gleichem Ergebnis untersucht wurden, nur einige Kohlenhydrate in 
geringem Umfang zu oxydieren, aber keine organischen Séuren, Amino- 
sauren und Alkohole. Sie sind auBerdem gegentiber hohen Dosen von 
KCN, DNP, Azid, Arsenit und Arsenat vollig resistent und zeigen damit 
an. daB sie zumindest teilweise ein anderes Fermentsystem fiir den Sub- 
Sartabbau besitzen wie die meisten bisher untersuchten Organismen. Die 
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hohe Empfindlichkeit gegeniiber Monojodessigsiure und Fluorid 1aBt 
vermuten, daB der Abbau bis zur Brenztraubensaure tiber das EMBDEN- 
MEYERHOF-Schema verlauft. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung der 
Arbeit. 
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und den pleuropneumonie-ahnlichen Organismen* 
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Mit 11 Textabbildungen 
(Hingegangen am 16. Dezember 1955) 


Die Umwandlung der Bakterienzelle in die L-Form, wie sie von 
KLIENEBERGER (1935) und Drenzs (1939, 1949) entdeckt worden ist, 
stellt eine der tiefstgreifenden Umorganisationen der Zelle dar, die wir 
heute kennen. Sie ist ihrem Umfang nach vielleicht nur noch mit der 
Transformation einer normalen Gewebezelle in eine Tumorzelle vergleich- 
bar, bietet aber dieser gegeniiber wesentlich giinstigere Voraussetzungen 
einer experimentellen Bearbeitung. 


Uber die morphologischen Verinderungen der Bakterienzelle bei der L-Um- 
wandlung liegt bereits eine groBe Zahl von Arbeiten vor (Dirnus u. Smitu, 1944, 
STEMPEN u. Hutrcurson, 1951, v. Prirrwitz u. Garrron, 1953, HOpKEN:u. Bart- 
MANN, 1955, GRASSET u. Bontras, 1955). Alle Beobachtungen zeigen iibereinstimmend 
die starke Aufblahung der Zellen, die mit einer Vermehrung der Kernsubstanz ver- 
bunden ist (TuLAsNE, 1949, ScHELLENBERG, 1954, KELLENBERGER u. LIEBER- 
MEISTER, 1955). Von diesen polynuclearen ,,large bodies“ knospen dann nach 
mehreren Richtungen die Tochterorganismen aus (HOPKEN u. BarrMann, 1955), 
die auch bei der weiteren Vermehrung in dieser L-Form an Stelle der streng polaren 
Zweiteilung eine multipolare Knospung (KANDLER u. KANDLER, 1954) zeigen. 

Diese starken Eingriffe in das Zellgefiige konnen unter bestimmten 
Bedingungen auch die genetische Substanz betreffen und eine derartige 
irreversible Veranderung hervorrufen, daf eine Riickkehr in die Bak- 
terienform selbst nach Tausenden von Generationen nach Aufhéren der 
Einwirkung des modifizierenden Agens (meist Penicillin) nicht mehr 
mdglich ist (KANDLER u. KanpiEr, 1956). Demgegentiber behalt ein 
anderer L-Phasen-Typ die Fahigkeit zur Regeneration in die klassische 
Bakterienform auch iiber zahlreiche Penicillinpassagen hin bei, obwohl 
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er die gleichen morphologischen Umgestaltungen aufweist. In der vor- 
liegenden Arbeit wurde ausschlieBlich eine stabile L-Phase beniitzt, da 
sie als die vollkommenste Umwandlungsstufe angesehen werden muB. 


Im Gegensatz zu morphologischen Arbeiten sind physiologische Un- 
tersuchungen iiber die L-Phasen sehr spirlich, obwohl zweifellos nur 
die Kenntnis der physiologischen Veranderungen in der Zelle zu einem 
kausalen Verstindnis des Gesamtphainomens fiihren kann. Wenn auch im 
Atmungsstoffwechsel, in bezug auf die Verwertung verschiedener Koh- 
lenhydrate und das Vorkommen von Oxydasen zwischen der Bakterien- 
und der L-Form von Proteus vulgaris kein qualitativer Unterschied be- 
steht (KANDLER u. KaNnDLER, 1955), so zeigt die Unempfindlichkeit der 
L-Phase gegeniiber Penicillin und der Verlust der Fahigkeit zur Gelatine- 
verfliissigung und zum Wachstum auf einfachen Substraten doch eine 
wesentliche Verinderung des Stoffwechsels an. In die gleiche Richtung 
weist der Befund von VENDRELY u. TULASNE (1953), daB der Lipoid- 
gehaJt der L-Phase weit itiber dem der Bakterienform liegt. AuBerdem 
stellten diese Autoren fest, daB bei 3 Wochen alten L-Phasenkulturen 
von P. vulgaris im Gegensatz zu den Verhaltnissen bei Bakterien der 
Gehalt an Desoxy-ribonucleinsiure (DNS) hoher ist als der an Ribonu- 
cleinsiure (RNS). 


Die vielen Untersuchungen der letzten Jahre tiber den Nucleinsauren- 
gehalt von Bakterien haben aber gezeigt, da sowohl der Gesamtanteil 
der Nucleinséiuren (NS) an der Bakterienmasse als auch das Verhiltnis 
RNS/DNS in Abhingigkeit vom Entwicklungszustand starken Schwan- 
kungen unterworfen sind (MALMGREEN u. HEpDEN, 1947a, b, c, d, e; 
Morsk u. Carrer, 1949; BELozEeRsKy, 1947; CoHEN, 1947; SHERRATT u. 
THomaAS, 1953; WELLERSON u. TETRAULT, 1955). Ein Vergleich des NS- 
Gehaltes zweier verschiedener Formen ist daher nur méglich, wenn man 
sowohl die beiden NS, als auch den EiweiBgehalt tiber einen ganzen Ent- 
wicklungscyclus hinweg verfolgt und nicht nur mehr oder weniger gut 
definierte Phasen herausgreift. 


Haufig werden die L-Formen der Bakterien mit den pleuropneumonie- 
aihnlichen Organismen (PPLO) in Verbindung gebracht, da sie ihnen 
nicht nur morphologisch stark gleichen, sondern sich auch wie diese 
durch multipolare Knospung vermehren (KANDLER u. KANDLER, 1954). 
Uber den NS-Gehalt der PPLO liegt bisher nur eine vorlaiufige Mittei- 
lung GERBERS (1955) vor, der einen Gesamt-NS-Gehalt von 20° fand, 
wobei je die Hilfte RNS bzw. DNS sein soll. Allerdings wurden auch 
diese Bestimmungen nur an alteren Kulturen vorgenommen. 


Die Absicht vorliegender Arbeit ist es, durch quantitative Bestimmung 


von NS, EiweiB und Atmungsintensitit wahrend des Wachstums von 
P. vulgaris, dessen stabiler L-Phase und einem PPLO-Stamm einen 
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weiteren Beitrag zur Frage nach den physiologischen Grundlagen der 
L-Phasenumwandlung und den eventuellen Beziehungen zwischen L- 
Phase und PPLO zu liefern. 


Material und Methodik 


a) Die Organismen. Verwendet wurde der Proteus-Stamm Dienes 52 und eine 
von SEIFFERT mit Hilfe von Penicillin daraus isolierte stabile L-Phase, die sich 
nunmehr schon iiber 150 Passagen auf penicillinfreiem Nahrboden ohne Riick- 
schlagen in die Bakterienform kultivieren lieB. Sie entspricht dem Typ A nach 
Drenes (1949) und Kanpier u. Kanpier (1956). Von den verschiedenen zur Ver- 
fiigung stehenden PPLO-Stammen, die sich bei fritheren Untersuchungen (KANDLER 
u. KANDLER, 1955) als physiologisch sehr einheitlich erwiesen hatten, wurde der im 
Fliissigen besonders gut wachsende Stamm ,,Findlay“‘ (von FrypLay aus Mausen 
isoliert) fiir die folgenden Versuche beniitzt. 


b) Die Néhrbéden und Kulturmethoden. Alle 3 Organismen wurden auf dem 
gleichen Nahrboden, den Srrrrerr (persénliche Mitteilung) fiir die PPLO ent- 
wickelt hat, kultiviert (0,7% Pepton Merck aus Fleisch (tryptisch verdaut), 
0,2% Glucose, 0,5% Hefeextrakt (Cenovis, Miinchen), 0,3 Kochsalz, 0,1% 
K,HPO,, 10% Pferdeserum; py 7,8). Fiir PPLO und L-Phase wurden 1%, fiir 
Proteus 1,5% Agar zugesetzt. Die Bebriitungstemperatur betrug allgemein 37° C; 
nur fiir die Schiittelkulturen 27° C. 

Fir die Flissigkeitskulturen erwies sich ein erhOhter Phosphatzusatz (0,8%) als 
giinstig. In dieser Lésung entwickelte sich auch die L-Phase, die urspriinglich im 
Fliissigen nicht wuchs, sehr gut. Als KulturgefaBe dienten bei den Standkulturen 
Steilbrustflaschen mit 500 ml Inhalt, bei den Schiittelkulturen FernBacu-Kolben 
mit 11441 Fassungsvermégen, die wegen ihrer groBen Fliissigkeitsoberfliche eine 
besonders gute Durchmischung und damit auch Durchliiftung erméglichten. 

Die Stammkulturen wurden in Abstainden von 3—4 Tagen von Platte zu Platte 
iiberimpft, wobei die Ubertragung von PPLO und L-Phase stets durch Aus- 
schmieren eines bewachsenen Agarstiickes vorgenommen wurde. Das Versuchs- 
material selbst wurde nur in fliissigen Nahrbéden herangezogen. Dazu erfolgte die 
Beimpfung entweder mit einem bewachsenen Agarstiick oder mit der aus 300 ml 
(fir Proteus 50 ml) steril abzentrifugierten Organismenmasse einer herangewachse- 
nen Kultur. 

Da bei der Hitzesterilisation der Fliissigkeitsniahrbéden Triitbungen auftraten, 
die beim Abzentrifugieren der Kulturen mit den Bakterien sedimentiert worden 
waren, wurden sie mit Hilfe eines Seitz-Entkeimungsfilters unter Druck steril 
filtriert. 

c) Der Fraktionierungsgang. Die Organismen wurden mit einer hochtourigen 
Zentrifuge 10 min bei 12 000 g abzentrifugiert und 2mal mit Aqua dest. auf der 
Zentrifuge gewaschen. Wahrend bei Proteus das Auswaschen ohne Gefahr von Ver- 
lusten vorgenommen werden kann, ist bei den wesentlich fragileren ‘L-Phasen und 
PPLO Vorsicht geboten, worauf auch GERBER (1955) hinweist. Wie die Tab. 1 zeigt, 
ergibt sich bei Verwendung von jungen PPLO praktisch kein Verlust an Nuclein- 
siure, wahrend bei alteren bis zu 15% verloren gehen kénnen. Das RNS/DNS- 
Verhaltnis bleibt allerdings trotz den Verlusten, die durch platzende Organismen 
verursacht sein diirften, gleich. Demgegeniiber sind bei der L-Phase auch schon 
junge Kulturen gegen das Auswaschen empfindlich, wie die NS-V erluste in Tab. 2 
zeigen. Daher wurden die L-Phasen in den meisten Fallen nicht ausgewaschen, 
sondern nach dem ersten Abzentrifugieren sofort der Extraktion unterworfen. 
Damit entfiel allerdings die Méglichkeit der exakten Gesamtstickstoff bestiinmung, 
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da die Ausgangsprobe noch Nahrbodenreste enthielt. Auch die erste Fraktion der 
léslichen N- und P-Verbindungen war unbrauchbar. 

Fir die Extraktion der NS aus Mikroorganismen liegen heute bereits eine Reihe 
von Vorschriften vor, die kiirzlich HeminceEr (1954) zusammenstellte, so daB sich 
eine erneute Aufzahlung eriibrigt. Allgemein wird zunachst durch einen Trichlor- 
essigsiure(TES)extrakt eine wasserlésliche Fraktion abgetrennt und das EiweiB 


Tabelle 1. 
Nucleinsturengehalt von 2 bzw. 14d alten PPLO nach wiederholter Auswaschung 


| 2 Tage alt 14 Tage alt 


Zahl der Auswaschungen 0 1 3 0 1 3 

RNG yee ee 525 516 510 136 115 104 

DNS. fy) sivas sagen atanee 169 = 166 164 71,5 60 54 

RNS/DNiS: easy sae ceca 3,11 3,12 3,11 1,9 1,92 1,92 
—mm' O, 5 oe “33 

Vai Susp seta 217 210 204 


Tabelle 2. Nucleinstiwrengehalt von 4d alten L-Phasen nach wiederholter Auswaschung 


Zahl der 
Auswaschungen o a - 
BING fp] cat tote: 335 252 | 172 
DNS Ty) eee 116 108 79 
RNS/DNS ... 2,89 2,33 2,18 
—mm!' O, 
Tml Susp. - 85 min 189 137 110 


gefallt. Nach einer Extraktion der Lipoide erfolgt dann die Spaltung der NS durch 
heiBe TES oder Perchlorsaiure, so da8 die Bruchstiicke ebenfalls in Lésung gehen 
und bestimmt werden kénnen. Als letzte Fraktion verbleibt dann das Eiwei8. Im 
einzelnen verfuhren wir folgendermaBen: 


Die abzentrifugierte Organismenmasse wurde in 10 ml Aqua dest. suspendiert 
und davon je 1 ml zur Atmungsmessung, Stickstoff- und Phosphatbestimmung (die 
beiden letzteren in Parallelproben) verwendet. Die restlichen 5 ml wurden dann mit 
0,5 ml 60% iger TES versetzt und unter Eiskiihlung 10 min extrahiert; dann ab- 
zentrifugiert und mit 2 ml 6% iger TES nachgewaschen. Der vereinigte TES-Extrakt 
wurde je zur Hialfte zur Phosphat- und Stickstoffbestimmung verwendet. Der 
Niederschlag wurde mit einem Athanol-Athergemisch bei 50°C ausgezogen, um alle 
Lipoide zu entfernen. Vor dem Zentrifugieren wurde das verdunstete Gemisch je- 
weils nachgefiillt. Nach zweimaligem Auswaschen mit frischem Gemisch wurde im 
vereinigten Extrakt wiederum der Phosphatgehalt bestimmt und der Niederschlag 
mit 0,5 n Perchlorsiure bei 75° C 30 min extrahiert. Wiederum nach Nachwaschen 
erfolgte im Extrakt in Parallelproben die Bestimmung von Ribose, Desoxyribose 
und Phosphat. Der unlésliche Rest enthalt praktisch nur noch EiweiB. Die N- 
Bestimmung aus dieser Fraktion ergibt somit den Eiwei®gehalt. Neben N wurde 
im SchwefelsiureaufschluB auch das Rest-PO, bestimmt. Die Addition aller in den 
einzelnen Fraktionen bestimmten Phosphatmengen ergibt dann den Gesamt- 
phosphatgehalt, der in 2 Parallelproben auch zu Beginn der Fraktionierung am 
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Ausgangsmaterial bestimmt worden war. Der Vergleich der beiden Werte ermoglicht 
eine Kontrolle, ob bei der Aufarbeitung Verluste eingetreten sind. Weiterhin laBt 
sich der EiweiSstickstoff mit guter Annaherung durch Subtraktion des NS- und 
TES-Stickstoffes vom Gesamtstickstoff errechnen und mit dem tatsaichlich be- 
stimmten Rest-N vergleichen. Sowohl die Kontrolle der PO,-Bilanz, wie der Ver- 
gleich von errechnetem und praktisch bestimmtem Eiwei8-N ergaben eine sehr 
gute Ubereinstimmung. Ein Schema des Fraktionierungsganges zeigt Abb. 1. 


300ml 
Ausgangssuspension 
in10ml 
Aqua dest.aufgenommen 


zentri- 
tugiert 


& 
4m 2x1ml 2x1ml 5m bei 0°C 5 26 
Atmungs- Gesamt-P0," Gesamt-N mit 6proz.TES PO, +N 
messung Bestimmung Bestimmung extrahiert 8 
8 
S 
S$ 
Sediment bei S 
50°C mit Ather LU wets 
Alkohol extrah. aS 


Sediment bei 
75°C mit 0,51 
Perchlorsaure 
extrahiert 


Bestimmung 
Bestimmung Me aus Extrakt 
N PO, RNS ONS PO," 


Abb. 1. Schema des Fraktionierungsganges 


d) Die Analysenverfahren. 1. Stickstoffbestimmung: Es wurde das 
Mikro-Kjeldahlverfahren beniitzt (vgl. Kner, 1932). AufschluB mit H,SO, unter 
Zusatz eines Gemisches von CuSO, und K,SO, (1: 2) und einiger Tropfen Perhydrol. 
Titration der vorgelegten n/50 HCl mit n/50 NaOH. Hichung mit eingewogenen 
Mengen Harnstoff. 

2. Phosphatbestimmung: Verfahren nach MARTLAND u. Rosrnson (1928). 
Nach AufschluB mit 1 ml 30% iger H,SO, wurde 1 ml Ammonmolybdat (10%) und 
1 ml einer Lésung von 20 g wasserfreiem Natriumbisulfit und 0,5 g Hydrochinon in 
100 ml Wasser zugegeben und auf 15 ml aufgefiillt. Nach 30 min wurde die Blau- 
farbung bei 587 my gemessen und an Hand einer Hichkurve der PO,-Gehalt ab- 
gelesen. ; 

3. RNS-Bestimmung nach Haun u. Evrer (1946): Sie beruht auf der 
Reaktion der Ribose mit Phloroglucin und Hisessig, wobei eine blaugriine Farbung 
entsteht, die durch Fe(III)chlorid noch vertieft werden kann. i Teil der Unter- 
suchungslésung wurde mit 4 Teilen einer Lésung von 0,42 ¢ FeCl, in 860 mil Hisessig 
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und 60 ml HCl (konzentriert) versetzt, 25 min im kochenden Wasserbad erhitzt und 
rasch abgekiihlt. Nach Zugabe von 1 Teil einer Lésung von 1 g Phloroglucin in 
100 ml konz. HCl, 100 ml Wasser und 200 ml Eisessig wurde 20 min bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen und dann erneut 20 minimkochenden Wasserbad erhitzt. 
Die Farbintensitat konnte dann bei 587 my gemessen werden. Eine Eichkurve wurde 
aus eingewogenen Mengen Hefenucleinséure (Merck) aufgestellt und daraus die 
RNS-Werte entnommen. 

4. DNS-Bestimmung nach Discuz: Auch dabei handelt es sich um die Be- 
stimmung der Kohlenhydratkomponente. Dazu wird 1 Teil der Untersuchungs- 
lésung mit einem Teil einer Lésung von 1 g Diphenylamin in 100 ml Eisessig und 
2,5 ml konz. H,SO, versetzt und 20 min im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach 
Abkiihlen wird die Blaufarbung bei 587 mu gemessen. Die DNS-Werte wurden 
wiederum einer mit reiner DNS aus Fischspermien (Merck) aufgestellten Eichkurve 
entnommen. 

5. Atmungsmessungen: Es wurde die direkte manometrische Methode nach 
Warsure (vgl. Drxon, 1952) verwendet. Das Volumen der GefaBe lag zwischen 
15 und 25 ml. Zur Absorption des CO, wurde 5%ige KOH beniitzt. Zur sterilen 
Kultur standen kegelférmige GefiBe, die unterhalb des Schliffes eine kropfartige 
Erweiterung zur Aufnahme eines Wattebausches hatten, zur Verfiigung. Sie wurden 
vor dem Einfiillen der Suspensionen im Dampftopf unter 1 Atm. Druck sterilisiert. 

6. Messung der Suspensionsdichte: Die Triibung der Suspensionen geht 
bis zu einem gewissen Grade der Keimzahl parallel. Sie wurde durch Messung der 
Gesamtschwachung eines Lichtstrahls von 587 my bei Durchgang durch 1 cm 
Schichtdicke bestimmt. Da sich durch py-Anderungen die Farbung der Nahrlésung 
wahrend des Wachstums veranderte, wurde nach jeder Messung abzentrifugiert und 
die Extinktion der reinen Nahrlésung von der Gesamtextinktion abgezogen. 


7. Die Fehlergrenzen: Alle verwendeten Methoden sind natiirlich mit ge- 
wissen Fehlern behaftet, die sich im Gesamtarbeitsgang teilweise wieder kompen- 
sieren. Um einen Uberblick iiber die erzielbare Genauigkeit bei der Bestimmung der 
einzelnen Fraktionen und der Bildung der verschiedenen Quotienten zu erhalten, 
wurden aus einer 24stiindigen, bereits in der stationiren Phase befindlichen Proteus- 
Kultur 12 Proben zu je 50 ml entnommen und nach dem oben beschriebenen Schema 
(Abb. 1) aufgearbeitet. Aus den Werten wurde der Mittelwert gebildet und die 


yy 


2 
Streuung (« = + | i 2H) errechnet. Die Bildung der Quotienten wurde nicht aus 


den Mittelwerten, sondern aus den Einzelwerten vorgenommen und erst dann aus 
den 12 Einzelquotienten Mittelwert und Streuung berechnet. 

Tab. 3 enthalt die Ergebnisse. Wiihrend die meisten Werte nur sehr 
geringe Streuungen unter 3°, aufweisen, liegen sie bei den absolut recht 
kleinen Fraktionen wie TES- und Lipoidextrakt um 10%. Auch die 
DNS-Bestimmung weist in diesem Falle eine Streuung von 6,8°% auf, 
da in den verwendeten ruhenden Bakterien nur eine relativ geringe 
Menge an DNS enthalten war. In allen Proben mit gréBeren DNS-Men- 
gen war die Streuung in der gleichen GréBenordnung wie die der RNS. 
Der fiir unsere Betrachtung besonders wichtige Quotient RNS/DNS 
weist eine recht geringe Streuung von nur 2,8°% auf. 

Bei der Betrachtung der Tab. 3 ist zu bedenken, daB es sich dabei nur um die 


Streuung der methodischen Fehler, nicht um die Variationsbreite des Materials 
handelt. Bei Entnahmen aus verschiedenen Suspensionen, deren physiologischer 


Untersuchungen iiber d, Nucleinsduren- u. Atmungsstoffwechsel v. Prot. vulgaris 225 


Zustand wohl nie vollig identisch ist, tberlagern sich diesen Fehlern der Methodik 
auch die biologischen Fluktuationen, so da sich erheblich gréBere Streuungen er- 
geben miissen. 

In den folgenden Darstellungen sind immer Kurven eines typischen Hinzel- 
versuches verwendet. Eine Mittelwertbildung aus den verschiedenen Ansatzen ist 
fiir die Absolutwerte sinnlos, da sie kein echtes Kollektiv im Sinne der Statistik 
darstellen. Sowohl Einimpfmenge als auch Wachstumsgeschwindigkeit sind bei den 


Tabelle 3. Ubersicht iiber die Fehlergrenzen der quantitativen Bestimmungen in den 
einzelnen Fraktionen. 

Die Werte sind aus 12 Parallelproben einer 48 Std alten Proteus-Kultur gewonnen 
oe a ee ee ee ee 
N ges. | PO{’’ges. ;PO{’’THS | PO4”’ Lipoid/P0{’’ Nucl.s.| DNS | RNS | N TES | N Eiweig 

[vy] [y] [y] [y] [y] [vy] | [v7] [y] [vy] 


Mittel- 
werte| 1022 | 350 32 26 | 288 | 3231/1085] 84 714 
Geena | 25 | S29 BAS acs bird 4-92 216) 210, se 17 


Tab. 3 (Fortsetzung) 


PO{’’ ges. |PO{’’ TES] PO{’’Lipoid |PO4’’ Nucl.s.| DNS RNS | | nvEs | 


HiweiB-N | Hiwei8-N| HiweiB-N | EiweiB-N | EiweiB-N BiwelB-N i Eiweia-N pe 
[y/mg] [y/mg] [y/mg] [y/mg] [y/mg] [y/mg] | [y/mg] 

490 50 36 403 448 1510 | 3.40 | 117 | 50,1 
pees re A ee | 7 | je 93" | 061 09a) 4 1D | 4 0,8 


| 


einzelnen Ansatzen etwas unterschiedlich, so daB sich fiir die verschiedenen Ent- 
nahmen zu bestimmten Zeiten unterschiedliche Absolutwerte ergeben iniissen. Fiir 
unsere Betrachtung sind der Kurvenverlauf und die erreichten Maxima der ab- 
geleiteten Werte (z. B. RNS/DNS) von Bedeutung. Fiir sie ist neben der allgemeinen 
Kurvendarstellung der Mittelwert (mit Streuung) aus allen untersuchten Ansatzen 
in einer Tabelle angegeben. 


Versuchsergebnisse 
1. Versuche mit Normalformen von Proteus vulgaris 


Zunichst wurde eine Ose einer 48stiindigen Protews-Kultur in 11 
Nahrlosung eingeimpft und auf der Schiittelmaschine bei 27° C bebriitet. 
Die erste Probeentnahme (100 ml) erfolgte nach Auftreten einer kraf- 
tigen Triibung und von da an in Absténden von zunachst einigen Stun- 
den und spiter von Tagen. Die Werte fiir den NS-Gehalt und den Quo- 
tienten RNS/DNS waren bei diesen Ansatzen gleich bei der ersten Probe 
am héchsten und fielen dann stark ab. Vom 2. Tag an blieben sie weit- 
gehend konstant. Um den Ubergang von der stationaren in die logarith- 
mische Phase zu erfassen, waren Ansatze mit so geringen Kinimpfmengen 
nicht geeignet, und es wurden daher in Zukunft aus einer stationar ge- 


wordenen Flissigkeitskultur 50 ml steril abzentrifugiert und die gesamte 
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Bakterienmasse in 11 frische Nahrlésung eingeimpft. An einer Parallel- 
probe aus der Ausgangskultur wurden die Anfangsmengen an NS und 
Eiwei8 bestimmt. Bei diesen Ansitzen mit groBem Inoculum ist die 
eigentliche streng logarithmische Phase sehr kurz. Sicherlich wiachst 
auch ein Teil der eingeimpften Bakterien nicht weiter und verfalscht 
dadurch die Ergebnisse fiir die log-Phase. Daher wurde in anderen An- 
sitzen aus der log-Phase erneut eine gréBere Menge in frische Nahr- 
lésung iiberimpft. Ebenso wurde unmittelbar nach Erreichen der statio- 
niren Phase eine Uberimpfung vorgenommen. So konnte eine wesent- 
liche Verlangerung der log-Phase und damit die sichere Bestimmung der 
NS-Maxima erreicht werden. 


Tabelle 4. Ubersicht iiber die Vertnderung der stofflichen Zusammensetzung 
von P. vulgaris wihrend der Entwicklung 


Zeit ne N ges. | PO{’’ ges. | PO{’/’TES|PO{’’Lipoid |P0O{’’ Nucl.s.;. DNS | RNS | N TES 
{h] tion’ [v] [y] [vy] [vy] [y] [vy] [y] [vy] 
0 6,9 44 18 3 2 15 13 55 3 
0,5 9,4 125 62 6 5 55 36 213 13 
1,5 18,5 357 198 14 14 170 89 695 27 
2,5 33,0 740 382 | 32 29 346 172 | 1370 50 
4,0 55,9 | 1400 688 80 58 543 324 | 1960 | 110 
6,5 74,4 | 2220 985 179 99 | 733 603 | 2525 | 170 
Tab. 4 (Fortsetzung) 
N Eiwei PO(’’ges. | PO{’’TES| PO{’’Lip. |PO/’’ Nucl.s.| DNS RNS N TES 
WOLD | oe ear) © | || NS 
ty] EiweiB-N | EiweiB-N | EiweiB-N | EiweiB-N | EiweiB-N | EiweiB-N DNS” EiweiB-N 
[y/mg] | [y/mg] (y/mg] | [y/mg] ([y/mg] [y/mg] [y/mg] 
30 594 102 68 | 6509 426 1870 4,4 102 
74 838 81 67 | 750 486 2910 5,9 179 
200 986 67 67 846 444 3460 7,8 132 
434 880 73 67 796 395 3160 8,0 115 
912 754 87 63 595 356 2150 6,05 121 
1531 643 tI hy 65 478 394 1650 4,2 111 


Tab. 4 gibt eine Zusammenstellung der Analysenwerte aus einem 
typischen Versuch mit grofBem Inoculum und einmaligem Entwicklungs- 
ablauf. Wie die sehr geringe Zunahme der Extinktion im ersten Intervall 
zeigt, hat noch keine wesentliche Zellvermehrung stattgefunden. Der 
geringe Anstieg diirfte weitgehend auf der VergréBerung der heranwach- 
senden Zellen beruhen. Dagegen erfolgt in dieser Phase bereits eine 
starke NS-Vermehrung, wobei besonders die RNS rasch ansteigt, so daB 
das RNS/DNS Verhiiltnis beinahe schon den Maximalwert erreicht. Die 
Verdreifachung der DNS-Menge ohne entsprechende Vermehrung der 
Zellzahl stimmt mit der Beobachtung iitberein, da die Bakterien waihrend 
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der Vermehrungsphase meist mehrere Nucleoide besitzen. Mit dem Uber- 
gang in die stationire Phase, etwa in der 4. Stunde, sinkt der RNS-Gehalt, 
bezogen auf EiweiB-N bzw. auf DNS, wieder stark ab. 


Bei den zahlenmafig kleinen Fraktionen treten keine sehr charak- 
teristischen Veranderungen im Entwicklungsablauf ein. So bleibt das 
Lipoid-Phosphat, bezogen auf den EiweiBgehalt praktisch gleich, das 
TES-lésliche Phosphat, wiederum auf Eiweif bezogen, weist waihrend 
der log-Phase eine leichte Verminderung, der TES-lésliche N dagegen 
eine Vermehrung auf. Eine statistische Sicherung dieses Effektes ist aber 
wegen der starken Streuung dieser kleinen Werte sehr schwierig. Bei 
unseren spaéteren Betrachtungen kommt diesen Fraktionen keine beson- 
dere Bedeutung zu. Sie wurden hier nur angefiihrt, um einen vollstindi- 
gen Uberblick iiber die Stoffverteilung in den einzelnen Fraktionen zu 
geben und eine Bilanz zu erméglichen. 


Bei zahlreichen Wiederholungen der Versuche traten fiir die maximalen 
NS-Werte groBere Schwankungen auf, weil die betreffenden Zustande so 
schnell durchlaufen wurden, da die Probeentnahme nicht immer das 
wirkliche Maximum traf. Die Differenz zwischen log-Phase und friiher 
stationarer Phase ist aber zweifellos reell, wie die Zusammenstellung der 
Mittelwerte und der zugehorigen Streuungen in Tab. 5 zeigt. 


Tabelle 5. Mittelwerte fiir den Nucleinsdurengehalt von P. vulgaris wihrend der log- und 
der stationdren Phase. n = 12 


o o a 
RNS/DNS | RNS/DNS| RNS y RNS i |: DNS | DNS Ba 
HiweibB-N | mg || HiweiB-N | mg || HiweiB-N EiweiB-N | mg 
Maximal- 
werte 7,28 + 1,01 312 + 34 46,2 + 10,6 
stat.Phase| 3,93 + 0,30 180 + 34 43,7 + 10,5 


Eine ausfiihrliche Darstellung der Veriinderungen im NS- und Eiweib- 
gehalt sowie in der Atmungsintensitat wahrend der Entwicklung ergaben 
die Versuche mit wiederholter Uberimpfung, deren Ergebnisse in den 
Abb. 2—5 enthalten sind. Die erste Impfung erfolgte mit der Bakterien- 
masse aus 50 ml einer 48 Std alten, also bereits ruhenden Kultur. Un- 
mittelbar nach dem Einimpfen wurden je 3 ml in 6 Atmungstroge der 
Warsura-Apparatur tibertragen. Wahrend aus der groBen Suspen- 
sionsmenge in 50 min Abstiinden Proben (zunachst 200 ml, spater 50 ml) 
entnommen und wie oben beschrieben aufgearbeitet wurden, konnte an 
den Manometern der Warsura-Apparatur der Sauerstoffverbrauch ab- 
gelesen werden. Um sich zu vergewissern, daB die Entwicklung im grofen 


Kolben und in den Atmungstrégen synchron verlief, wurde gleichzeitig 
16* 
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mit jeder Probeentnahme ein Atmungstrog geéffnet, die Suspension ent- 
nommen und die Extinktion bestimmt. Es zeigte sich, daB die so erhal- 
tenen Zuwachskurven véllig gleichartig waren. Damit konnte der ge- 
messene Sauerstoffverbrauch mit den N- und NS-Zuwachswerten in 


Beziehung gesetzt werden. 
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Abb, 2. Zunahme der Extinktion und des EiweiB-N/10 ml Suspension 
bei wiederholter Uberimpfung von Proteus vulgaris 


y RNS [tom Suspension 
yONS/iom\ Suspension 


Abb. 3. Zunahme von RNS und DNS, jeweils auf 10 ml Suspension bezogen, 
bei wiederholter Uberimpfung von P. vulgaris 


Die erste Uberimpfung auf frische Nahrlésung erfolgte gleichzeitig 
mit der 3. Probeentnahme, also in der friihen log-Phase, die 2. mit der 
6. Entnahme, am Ubergang zur stationiren Phase. Die Zuwachskurven 
sind in den Abb. 2 und 3 enthalten. Fiir die Verminderung des Gesamt- 
zawachses bei den Abimpfungen IT und III kann keine Ursache angege- 
ben werden. Der Effekt trat aber bei beiden in dieser Art durchgefiihrten 
Parallelproben auf. 

Von besonderem Interesse sind die in Abb. 4a—c dargestellten Quo- 
tienten. Bei der Probe I und IIT ergaben sich fiir das Verhaltnis RNS/ 
Eiweif-N ahnliche Werte wie bei den oben beschriebenen Ansitzen, 
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wahrend es bei der Probe II zu einem weiteren Anstieg kommt. Dieses in 
3 Entnahmen erfaBte Maximum diirfte den Zustand in Teilung begriffener 
Proteus-Zellen am zutreffendsten charakterisieren. Auch der DNS-Ge- 
halt steigt bei der Probe II weiter an und erreicht auch bei III das gleich- 
hohe Maximum. Dieser Anstieg des DNS/EiweiB-N-Quotienten ist teil- 
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Abb, 4a—c. Abhingigkeit der Quotienten RNS/EiweiB-N, DNS/HiweiB-N [y/mg] und RNS/DNS 
von der Entwicklung bei wiederholter Uberimpfung von P. vulgaris 


weise dadurch bedingt, daB die ZellgréBe bei lange anhaltender Teilungs- 
tatigkeit abnimmt. Es war in unseren Kulturen immer wieder zu be- 
obachten, daB bei Einimpfung aus lingere Zeit (etwa 24 Std) ruhenden 
Kulturen die ZellgréBe stark zunahm, wahrend bei Uberimpfung aus der 
friihen stationaren Phase wesentlich kleinere Bakterien entstanden. Da 
diese GréBenschwankungen wohl vorwiegend das Plasma, d. h. Eiwei8 
und RNS, und nicht die Kernsubstanz (DNS) betreffen, folgt daraus die 
Erhéhung des Quotienten DNS/EiweiB-N, baw. die Erniedrigung des 
RNS/DNS-Verhiltnisses, wie es Abb. 4c fiir Probe III zeigt. Die Maxi- 
malwerte fiir RNS/DNS erbrachte wiederum die Probe If. Sie legen in 
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der lag-, bzw. friihen log-Phase, in der die Bakterien die gréBten Zell- 
groBen aufweisen. 

Den absoluten Sauerstoffverbrauch von je 10 ml Suspension zeigt 
Abb. 5a. Nach dem steilen Anstieg mit zunehmender Vermehrung erreicht 
er ein kurze Zeit konstantes Niveau und fallt mit dem Aufhéren der log- 
Phase scharf ab. Bezieht man den Sauerstoffverbrauch auf Eiweif-N, 
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Abb. 5a. Atmungsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der Entwicklung; 
bezogen auf je 10 ml Suspension bzw. auf 1 mg EiweiB-N 
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Abb. 5b. Wie Abb. 5a, aber bezogen auf 1 mg RNS bzw. DNS 


so verschiebt sich das Maximum auf die friihe log-Phase. Die Kurven 
zeigen eine klare Parallelitiit zu denen fiir RNS/EiweiB-N und fallen 
genau zum gleichen Zeitpunkt wie diese ab. Darin zeigt sich erneut der 
enge Zusammenhang von RNS-Gehalt und Stoffwechselaktivitat. 
Allerdings handelt es sich nicht um eine direkte Beziehung zwischen 
den beiden Faktoren in dem Sinne, daB die Atmungsintensitat im gleichen 
Umfang ansteigt wie der RNS-Gehalt. Der Quotient Sauerstoffverbrauch/ 
RNS miibte dann weitgehend konstant bleiben. Dies ist jedoch auch 
nicht annihernd der Fall, wie Abb. 5b zeigt. Die gleiche Abbildung 
enthalt auch die Kurven fiir den Sauerstoffverbrauch je mg DNS. 
Sie stimmen in ihrem Verlauf weitgehend mit denen iiberein, die man 
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erhalt, wenn man den Sauerstoffverbrauch auf die Zellzahl bezieht 
(Berechnung der Zellzahl aus der Extinktion an Hand einer Hichkurve, 
die durch Verdiinnen von dichten Suspensionen gewonnen wurde). Dies 
entspricht ganz der Erwartung, weil ja die Kernmasse maximal nur um 
einen Faktor von 2, im Mittel der nicht synchron sich teilenden Bakterien 
um einen solchen von 1,5 schwanken kann und somit der Zahl der repro- 
duktiven Kinheiten parallel gehen mu8. Da bei den spater zu besprechen- 
den Organismen eine Keimzahlung im strengen Sinne nicht moglich ist, 
wurde einheitlich an Stelle der Zellzahl der DNS-Gehalt als BezugsgréBe 
bentitzt. Die Lage der Maxima der entsprechenden Kurven in Abb. 5b 
zeigt, da} auch auf das einzelne Bakterium bezogen der Sauerstoffver- 
brauch am Ende der lag-Phase und beim Ubergang in die log-Phase sein 
Maximum erreicht. Noch wihrend rascher Vermehrung sinkt er bereits 
betrachtlich ab. Dieser Abfall ist aber lediglich durch die Erschépfung 
des Substrates, nicht durch einen Abbau der Fermentsysteme bedingt, wie 
der rasche Anstieg nach Zugabe neuen Substrates (Uberimpfung) zeigt. 


2. Versuche mit der L-Phase von Proteus vulgaris 


In einer ersten Versuchsserie wurden jeweils 10 Steilbrustflaschen 
(300 ml Nahrlosung) mit einem bewachsenen Agarstiick beimpft und 
ohne Schiitteln bei 37° C bebriitet. Nach Auftreten einer kraftigen Trii- 
bung nach etwa 24 Std wurden die beiden ersten Kolben abzentrifugiert 
und ebenso wie die Proteus-Kulturen aufgearbeitet. Allerdings unterblieb 
in diesen Fallen das Auswaschen, so daB erst mit dem T'ES-Extrakt die 
Nahrbodenreste entfernt wurden. Weitere Proben wurden dann in Ab- 
standen von ein bis mehreren Tagen verarbeitet, wobei wegen des star- 
keren Zuwachses je 1 Kolben geniigte. 

Nach dem Abzentrifugieren wurde jeweils 1 ml der in 10 ml suspen- 
dierten Organismen zur Bestimmung der Sauerstoffaufnahme in einen 
Atmungstrog gegeben und nach einigen Minuten aus dem seitlichen 
Kipper normale Nahrlésung als Substrat zugegeben. Die nach etwa einer 
Stunde erreichte konstante Atmung ist bei den folgenden Darstellungen 
verwendet. 

Vor dem Zentrifugieren wurden die Suspensionen auf ihre Bakterien- 
freiheit im Mikroskop untersucht. Im Phasenkontrast sind die Organis- 
men ohne Farbung sehr gut erkennbar. Bei jungen Kulturen handelt es 
sich vorwiegend um mehr oder weniger kontrastrreiche Blasen, die zu 
Klumpen vereinigt sind. Ein Teil der Blasen ist stark vacuolisiert und 
erscheint weitgehend leer. Nur am Rand sind kontrastreichere Ké6rnchen 
erkennbar. Je nach der mechanischen Beanspruchung beim Umschiitteln 
lésen sich die Flocken zu kleineren Verbinden oder auch Einzelorga- 
nismen auf, doch ist praktisch keine auch nur annaihernd homogene 
Verteilung méglich. Damit werden Keimzahlungen nach der tiblichen 
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Verdiinnungsmethode héchst problematisch. Mit fortschreitendem Alter 
vergroBern sich die Blasen sehr stark und vacuolisieren immer mehr. Die 
kontrastreichen Teilchen werden kleiner und es ist nicht mehr zu ent- 
scheiden, was in diesem ,,Granulat“ die vermehrungsfihigen Einheiten 
sind, die zweifellos in grober 
Zahl vorhanden sind, da nach 
Ausstreichen auf Agarnahrbéden 


Abb. 6a und b. Einzelorganismen und traubige Verbiinde aus 2d alten Fliissigkeitskulturen von 
Proteus-L-Formen. Phasenkontrastaufnahme (GesamtvergréBerung 800 x ). 


Abb. 7. Typische Flocke aus einer 4d alten Fliissigkeitskultur von Protews-L-Formen 
(GesamtvergréBerung 800 x ) 
noch massenhaft Kolonien gebildet werden. Abb. 6a und b zeigen typische 
Flocken aus jiingeren, noch wachsenden, Abb. 7 aus einer etwas iilteren, 
bereits stationiren Kultur. Bei noch alteren Kulturen andert sich das 
mikroskopische Bild nicht mehr wesentlich. 
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Tab. 6 gibt einen Einblick in die stofflichen Veranderungen altern- 
der Kulturen. Schon nach 3 Tagen ist der Hauptzuwachs an DNS und 
EiweiB abgeschlossen. Beide werden im Laufe der nichsten Wochen nur 
noch auf das Doppelte vermehrt. Der RNS-Gehalt sinkt jedoch schon von 
der ersten Probe (248td) an kontinuierlich ab. Es wird also wahrend des 
weiteren Wachstums eines Teiles der Keime RNS abgebaut und an die 
Nahrlésung abgegeben, so daB sie nicht mehr zentrifugierbar ist. Dem- 
gegentiber bleiben DNS und Eiwei8 in geformter und damit zentrifu- 
gierbarer Form erhalten. 


Tabelle 6. Ubersicht iiber die Vertinderung des N ucleinsdurengehaltes und der 
Atmungsintensitét der L-Phase bei liingerer Kulturdauer 


Kultur- RNS DNS mm? 0, mm'*O, | mm*O, 
dauer) | Piweib-N | RNS | DNS | hiweis-N | Hiweia-N | =NS | 10min* | Tomi: aan : 
ind 7/10 ml | 7/10mg | y/10 mg y/mg y/mg DNS Pe mg RNS | mgDNS 
HiweiB-N 
1 280 740 140 | 264 | 500 | (329 ane 44, lee 90 
3 340 540 185 1590 544 2,92 52 33 95 
4 360 470 200 13050 ODS 2,35 60 46 103 
6 390 380 215 980 532 Ls/a 66 68 115 
13 490 280 240 570 490 1,16 55 97 112 
24 620 180 255 290 412 OLS 23 82 58 
44 660 160 260 243 395 0,67 | A ee LT 12 


Entsprechend diesem gegenlaiufigen Verhalten der Absolutwerte zeigen 
auch die Werte fiir die Quotienten einen typischen Verlauf. RNS/DNS 
und RNS/EiweiB-N nehmen rasch ab und erreichen extrem niedere 
Werte, wie sie bei Bakterien selbst in vielen Wochen alten Kulturen 
nicht gemessen werden kénnen. Das RNS/DNS-Verhaltnis liegt bei den 
alten Suspensionen sogar invers. Bei allen untersuchten Proben wurden 
Werte unter 1,0 gefunden. Dies stimmt mit den Befunden von Vun- 
DRELY u. TULASNE (1953) tiberein, die ebenfalls alte L-Phasenkulturen 
verwendeten. Unsere Untersuchungen zeigen aber, daB es sich dabei nicht 
um eine typische Eigenschaft der L-Phase handelt, denn im vegetativen 
Zustand liegt das Verhaltnis bei 5, also in einer GroSenordnung, die auch 
bei den Bakterien iiblich ist, wenn auch bei Proteus noch etwa doppelt so 
hohe Werte erreicht werden. Ob die niederen Werte fiir RNS/EiweiB und 
RNS/DNS bei alten Kulturen tatsichlich fir die Ruheformen der L- 
Phasen reprasentativ sind, ist sehr fraglich. Keimzihlungen ergaben, dai 
schon die Zahl der koloniebildenden Elemente im Laufe dieser Zeit 
mindestens um eine Zehnerpotenz absinkt. Wie oben erwahnt, hangen die 
Einzelorganismen in der Regel in traubigen Verbinden zusammen, so 
daB jede ausgezahlte Kolonie ein Vielfaches an vermehrungsfahigen Kin- 


_s 


heiten anzeigt. Wenn nun in diesen Flocken ein GroBteil der Einzeikeime 
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abstirbt, so wird der iiberlebende Rest immer noch zu einer Kolonie 
fiihren und den Riickgang der echten Keimzahl verschleiern. So ist es 
gut méglich, daB in Kulturen mit wenig verminderter ,,Keimzahl* nur 
noch ein geringer Bruchteil der Einzelorganismen lebensfahig ist und bei 
der Analyse der stofflichen Zusammensetzung dementsprechend im 
wesentlichen nur die nicht in Lésung gegangenen Reste der abgestor- 
benen Einheiten erfaBt werden. 

Eine gewisse Entscheidung dieser Frage ist durch die Messung der 
Atmungsintensitét méglich. Gibt man zu ruhenden Organismen neues 
Substrat, so wird der in kurzer Zeit erreichte Sauerstoffverbrauch an- 
zeigen, inwieweit die Fermentsysteme der Atmung noch in aktiver Form 
vorhanden sind. Wie Tab. 6 zeigt, bleibt die Atmungsintensitaét auf 
EiweiB bezogen tiber etwa 14d praktisch gleich groB, das heiBt, es tritt 
in dieser Zeit kein Abbau der Fermente ein. Dies gilt auch fiir die Werte 
O,-Verbrauch/DNS, die man annahernd auch als konstante Vielfache der 
Werte fiir O,-Verbrauch/Zelle auffassen kann. Hier ergibt sich sogar ein 
Anstieg von etwa 20° in den ersten 8d. Daraus geht hervor, daB der 
starke Abfall des RNS-Gehaltes kein Zeichen einer Zerst6rung von Orga- 
nismen ist, denn der Hauptabfall liegt gerade in diesen ersten 14d, in 
denen die Atmung noch ansteigt. Dementsprechend steigt der Sauerstoff- 
verbauch auf RNS bezogen in den ersten 14d stark an. Der RNS-Abbau 
und das Absinken des RNS/DNS-Verhialtnisses gegen 1,0 stellt also einen 
normalen Vorgang bei der L-Phase dar und ist kein Zeichen des Verfalls. 

Ob auch das weitere Absinken des NS-Gehaltes noch als normal an- 
gesehen werden kann, bleibt fraglich, denn die Atmung ist bei diesen alten 
Suspensionen erheblich reduziert. Dies muB natiirlich noch kein Beweis 
fiir das Absterben sein, denn man kann sich vorstellen, das die Ruhe- 
formen der L-Phase ihre Fermentsysteme weitgehend abbauen und erst 
in einer langeren lag-Phase wieder regenerieren, so dafs in der hier ge- 
wihlten kurzen Beobachtungszeit nur eine geringe Atmung gemessen 
wird. Tatsichlich steigt bei langerer Beobachtung die Atmung langsam 
an, doch ist es unméglich zu entscheiden, ob alle Keime ihren Umsatz 
allmahlich steigern oder ob einige wenige sich unter hoher Atmungs- 
intensitét rasch vermehren und dadurch zu einem gesteigerten Gesamt- 
sauerstoffverbrauch AnlaB geben. Die Frage nach dem NS-Gehalt ru- 
hender L-Phasen muB also zunichst unbeantwortet bleiben. Es kann nur 
mit Sicherheit angegeben werden, da alte Suspensionen einen sehr 
niederen Quotienten fiir RNS/EiweiB-N und RNS/DNS aufweisen, ohne 
iiber die Zusammensetzung an lebenden und abgestorbenen Organismen 
eine Aussage machen zu kénnen. 

Wichtig erschien es uns, den Ubergang von ruhenden Kulturen in die 
Wachstums- und Vermehrungsphase analytisch zu erfassen. Dazu wur- 
den wiederum groBe Einimpfmengen wie bei Proteus verwendet, so daB 
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bereits in kurzer Zeit eine meBbare Substanzzunahme eintrat. Die Ergeb- 
nisse eines derartigen Versuchsansatzes zeigt Tab. 7. Aus der Dar- 
stellung der Absolutwerte/10 ml Suspension geht wiederum hervor, da 
die RNS schon unmittelbar nach Abschlu8 der log-Phase teilweise ab- 
gebaut und ausgeschieden wird, wahrend der Eiwei8-N noch leicht 
weiter ansteigt und die DNS konstant bleibt. 


Tabelle. 7. Ubersicht iiber die Verdnderung des Nucleinstiurengehaltes wihrend der 
Entwicklung bet Verwendung eines grofen Inoculums 


Sets | BiweltN| RNS scale cosa 
aoe Extinktion | “19 mi y/10 ml oe me os hae acon a 
0 0,045 30 18 2 a 600 400 1,5 
13 0,06 150 300 75 2000 500 | 4,0 
15,5 0,125 220 530 110 2420 500 | 4,8 
17,5 0,210 265 770 160 2900 COST 4:82 
19,5 0,280 365 1000 240 2740 658 4,17 
21,5 | 0,35 530 1300 | 310 | 2500 BS5 perlaed. 2 
23,5 | 0,365 580 1110 320 1920 | 552 3,5 
25,5 | 0,375 620 1040 310 1680 | 500 3,35 
39 0,440 830 710 290 855 350 2,46 
46 0,460 880 690 280 782 SISmeaee. 45 


Der Verlauf der Werte fiir RNS/EiweiB-N zeigt deutlich das Voraus- 
eilen der RNS-Synthese vor der EiweiBsynthese. Auch die Werte fiir 
DNS/EiweiB-N steigen leicht an und erreichen ein flaches Maximum in der 
Mitte der log-Phase. Das RNS/DNS-Verhaltnis wird bereits in der lag- 
Phase beinahe auf seinen Maximalwert erhdht, der in der friithen log- 
Phase erreicht ist. Eine Zusammenstellung der maximalen RNS/DNS- 
Werte und der NS/EiweiB-N-Werte fiir die log- und frihe stationare 
Phase aus 8 Ansitzen’ mit Einimpfungen von 2—8d altem Material 


enthalt Tab. 8. 


Tabelle 8. Mittelwerte verschiedener Quotienten zur Charakterisierung des Nuclein- 
stiurengehaltes von L-Phasen. Jeweils aus der log-Phase (Mazximalwerte) und der 
friihen stationdren Phase entnommen. 
ne 

o o oO 
RNS/DNS RNS y RNS y DNS Y DNS y 
EiweiB-N laa BiweiB-N | mg ||HiweiB-N | mg 
ee a Ne neraEEr Een EETEEETETann Cn 
. | 
Maximal- | 

werte 5,40 + 0,75 2300 +615 | 630 + 108 
stat. Phase} 1,70 + 0,30 870 +130 | 490 + 70 


RNS/DNS 


Wie bei den Versuchen mit Proteus vulgaris wurde auch bei der L- 
Phase bei 2 Versuchen aus einer heranwachsenden Suspension 2 mal auf 
frische Nahrlésung tiberimpft, und zwar ganz entsprechend wie friiher in 
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der frithen log- und nach Erreichen der stationaren Phase. Damit ist die 
Gewihr fiir eine liickenlose Erfassung und méglichst vollstandige Be- 
schreibung des Entwicklungsablaufes in Bezug auf die hier besprochenen 
Faktoren gegeben. Abb. 8a—g enthalten das Ergebnis. Die ausfihr- 
lichen Kurvendarstellungen eriibrigen eine detaillierte Besprechung. Es 
zeigten sich wieder die gleichen charakteristischen Veranderungen wie in 
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Abb. 8a. Zuwachs von L-Formen bei wiederholter Uberimpfung. Extinktion und EiweiB-N/10 ml 
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Abb. 8b. RNS und DNS-Zunahme je 10 ml. 


den vorher geschilderten Ansitzen. Auch durch Verlingerung der log- 
Phase durch friihzeitige Uberimpfung wurde keine Steigerung der Quo- 
tienten fiir NS/Eiwei oder RNS/DNS erreicht. Hingewiesen sei noch 
besonders auf die Darstellung der py-Anderung im Laufe des Wachstums, 
die auch schon bei den friiheren Versuchen aufgefallen war. Das glucose- 
haltige Substrat wird zunichst wie bei Protews-Kulturen angesiuert, 
schligt aber nach AbschluB der Vermehrungsphase wieder ins Alkalische 
um, was bei Proteus nicht beobachtet werden konnte. 

Wie bei den entsprechenden Versuchen mit Proteus wurde auch hier 
der Sauerstoffverbrauch in gleicher Weise gemessen. Abb. 8f zeigt 
den absoluten Sauerstoffverbrauch je 3ml Suspension und Stunde, der 
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gegen Ende der log-Phase sein Maximum erreicht, und den Sauerstoff. 
verbrauch bezogen auf die jeweilige EiweiBmenge, dessen Maximum 
schon wesentlich friiher liegt. Der Abfall der Atmungsintensitat ist in 
diesen Ansatzen ausschlieBlich durch Substraterschépfung bedingt. Diese 


0 FS E20 16 SECU ES SC TG LG IY LS SEG ASG 


t—. 


Abb. 8c. pq-Anderungen in der N ahrlésung, parallel zu den in Abb. 8a und b 
dargestellten Zuwachswerten 
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Abb. 8d. Darstellung der Verinderung der Quotienten RNS/EHiweiB-N und DNS-Eiwei8-N [y/mg] 
bei wiederholter Uberimpfung 
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Abb. 8e. Verinderungen des RNS/DNS-Verhiltnisses 


Kurven diirfen mit den Werten der Tab. 6 nicht verglichen werden, da 
dort immer frisches Substrat zugegeben und die Atmung nur tiber 2 Std 
gemessen wurde. Der N-Gehalt der Suspension lag dabei um ein Viel- 
faches (etwa 10fach) héher. Unter diesen Bedingungen erfolgt praktisch 
kein Wachstum, da in so dichten Suspensionen offenbar gegenseitige 
Hemmung durch Stoffwechselprodukte (im einfachsten Falle ist schon an 
das rasche Absinken des pu-Wertes zu denken) eintritt. Die Atmungs- 
intensitat ist unter diesen Umstiinden erheblich geringer ais bei wach- 
senden Kulturen. Diese Beobachtung gilt auch fiir Bakterien. 
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Bezieht man die Atmung auf RNS, so ergibt sich fiir die L-Phase ein 
villig anderes Bild als fiir Proteus (Abb. 8g). Der waagerechte Verlauf der 
Kurven zeigt an, daf in diesem Falle die Atmungsintensitat dem RNS- 
Gehalt lange direkt proportional bleibt. Auch die Kurven fiir O,-Ver- 
brauch/DNS zeigen gegeniiber Proteus einen anderen Charakter. Der 
Wechsel der Atmungsintensitait je vermehrungsfahige Einheit ver- 
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Abb. 8f. Abhingigkeit der Atmungsintensitat, bezogen auf 10 ml Suspension bzw. 1 mg Eiwei8-N, 
von der Entwicklung 
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Abb. 8g. Wie Abb. 8f, aber bezogen auf 1 mg DNS bzw. RNS 


lauft demnach wesentlich ausgeglichener und allmahlicher. Das Maxi- 
mum liegt wiederum in der friihen log-Phase. 

Gegentiber den von Proteus erreichten Atmungsgeschwindigkeiten 
liegen die der L-Phase erheblich niedriger. Dies entspricht auch der 
wesentlich langsameren Entwicklung. Besonders die lag-Phase ist bei 
Verwendung von Material aus der stationiren Phase, wie z. B. bei Probe 
III oder dem in Tab. 6 dargestellten Ansatz, deutlich ausgeprigt. In 
dieser Zeit erreicht der oxydative Stoffwechsel ein Maximum. 


3. Versuche mit PPLO 


Ahnlich wie bei der L-Phase tritt auch in Fliissigkeitskulturen von 
PPLO etwa 24 Std nach Beimpfung mit einem bewachsenen Agarstiick 
eine homogene Triibung der Nahrlésung auf. Die mikroskopische Unter- 
suchung im Phasenkontrast zeigt relativ groBe flockige Verbinde, die 
wohl als kleine Kolonien aufgefaBt werden miissen. Praktisch ist nur am 
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Rand eine Gliederung in kleine kokkenartige Untereinheiten zu erken- 
nen (Abb. 9a). Nur selten sind dazwischen auch kleinere Verbinde oder 
Einzelorganismen zu finden. Etwa 24 Std spater, besonders wenn in der 
Zwischenzeit wiederholt umgeschiittelt wird, lésen sich diese Flocken in 
kleinere Gruppen auf, wie Abb. 9b zeigt. Kine gute photographische 
Darstellung ist sehr erschwert, weil diese kleinen, vielfach nur aus 2—4 
Einzelorganismen _ beste- 
henden Verbinde starke 
Brownsche Molekular- 
bewegung aufweisen. Der 
Vergleich der beiden Ab- 
bildungen zeigt aber ein- 
deutig den wesentlichen 
Unterschied. Ahnlich ver- 
lauft die Entwicklung 
auch in Schiittelkulturen, A : od 
wenn auch hier auf Grund . 


x * Abb. 9a. Flockige Verbinde von PPLO aus 24stiindigen 
der stirkeren mechani- Flissigkeitskulturen. Phasenkontrastaufnahme 


schen Beanspruchung die (GesamtvergroBerung 800 x ) 
Auflésung der Flocken 
rascher und griindlicher 
vor sich geht. Eine wirk- 
lich homogene Verteilung 
der Organismen wird aber 
auch dabei nicht erreicht, 
weil die Vermehrung nicht 
wie bei den Bakterien 
durch eine Zweiteilung, 4 ae 
sondern durch multipo- 44), 9p, Phasenkontrastaufnahme aus der gleichen Kultur 
lare Knospung (KANDLER wie Abb. 9, jedoch 24 Std spiiter. VergréBerung 800 x 

_ u. KANDLER, 1954) erfolgt. 
Dabei entstehen zunichst traubige Verbande, aus denen sich die Einzel- 
organismen erst allmahlich individualisieren und nach Ausbildung einer 
stabileren Grenzschicht bzw. Membran ablosen. 

Fiir die Bestimmung der Keimzahl nach dem Verdiinnungsverfahren 
bestehen bei den PPLO die gleichen Schwierigkeiten, wie sie bei der Be- 
sprechung der L-Phase hervorgehoben wurden. Die Tatsache, dal der 
Zerteilungsgrad der Flocken sowohl vom Alter, als auch von der Tees 
schen Beanspruchung abhangt, mag der Grund fir die Befunde GuR- 
BERS (1955) sein, daB die Keimzahl stufenweise ansteigen kann. In eige- 
nen Versuchen fanden wir zwar sehr starke Schwankungen in der Keim- 
zahl wachsender Kulturen, aber kein Anzeichen fiir ein deutliches An- 
steigen in Stufen. Im Mittel ergab sich ein weitgehend kontinuierlicher 
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Anstieg, wie er auch auf Grund der Extinktionsmessung und der Abso- 
lutzunahmen an Eiweif und NS in Erscheinung tritt. 

Bei mehreren Versuchsserien tiber langere Zeit wurden parallel zu den 
NS-Bestimmungen auch elektronenmikroskopische Untersuchungen aus- 
gefiihrt!. Die Praparation erfolgte in einfacher Weise durch Auf- 
trocknen einer einmal gewaschenen Suspension auf die Tragerfolien. 


Tabelle 9. Mittelwerte der Durchmesser der kontrastreichen Teilchen aus verschieden 
alten PPLO-Fliissigkeitskulturen. 
Nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen ausgemessen 


mittlerer A 
Zeit D hi n 
el wee [ mu ] 
: Qh 0.70 | +0,085 30 
36h 0,53 + 0,031 | 30 
ad eed vee edd + 0,028 30 
Bd 0,35 + 0,013 30 
2a | 0,34 + 0,024 30 
2d | 0,32 + 0,018 30 


Meist wurden die Objekte mit Titandioxyd bedampft. Es ergaben sich die 
gleichen Bilder, wie sie bereits frither verdffentlicht (KANDLER u. Mitarb., 
1954) worden sind. Die Ausmessung der kontrastreichen Teilchen aus 
einer derartigen Entwicklungsreihe ergab die in Tab. 9 zusammen- 
gestellten Zahlen. Mit zanehmendem Alter und Schwund der RNS zeigt 
sich eine deutliche Abnahme des Durchmessers. 


Tabelle 10. Ubersicht iiber Nucleinsdurengehalt und Atmungsintensitdt von PPLO bei 
verschieden langer Kulturdauer 


Kultur- | Hiweid-N| RNS | DNS |< _DNS _| RNS ae “in | -™m*Os | mm*O, 

ultur- | Hiweif- ‘BiweiB-N | HiweiB-N | ——2- Omin= | {omin: | 10min- 

dauer y/10 ml | y/10 m1} y/10 ml y/mg y/mg DNS | as mg RNS | mg DNS 
20h | 51 92 | 25 | 1800 | 490 | 3,68 22 144 | 45 
36h | 120 | 185 | 48 | 1540 | 400 | 3,85 | 21 13 50 
4d 184 122 38 660 | 207 | 3,2 13 19 61 
5d | Us) oi Ath} 35 550 197.7.) 42,8 dle tales a 20, 54 
12d 160 61 28 380 175 218s) 4. wae ls 26 
26d 138 46 24 | 333 ae Ol 1 | 2 3 


Die Aufarbeitung von Kulturen mit geringen Einimpfmengen in 
groBeren Zeitabstinden erbrachte die in Tab. 10 dargestellten Ver- 
haltnisse. Wie bei der L-Phase sinkt der absolute RNS-Gehalt schon zu 
einer Zeit, in der noch eine deutliche Eiweifzunahme erfolgt, stark ab. 


' Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden am II. Physikalischen 
Institut der Universitat Miinchen gemacht. Herrn Dr. O. Huzmr sind wir fiir seine 
Mitarbeit sehr zu Dank verpflichtet. 
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Der DNS-Gehalt bleibt praktisch iiber lange Zeit konstant. Der Quotient 
RNS/DNS liegt bei jungen Kulturen zwischen 3 und 3,8, bei alteren 
zwischen 1,5 und 2,0. Selbst bei sehr alten Kulturen sinkt er nicht wie 
bei der L-Phase unter 1,0 ab. 

Die Werte fiir die Atmungsintensitat (auf gleiche Weise gewonnen wie 
bei den entsprechenden Versuchen mit der L-Phase) sinken rascher ab 
als bei der L-Phase. Auf DNS bezogen bleibt die Atmung iiber 5 Tage 
konstant, also wiederum in dem Zeitraum, in dem der RNS-Gehalt stark 
absinkt. Daraus kann geschlossen werden, da® der Abbau der RNS wie 
bei den L-Phasen ein normaler Vorgang ist und kein Anzeichen der Zer- 
storung von Organismen darstellt. 


Tabelle 11. Ubersicht iiber den Nucleinstiurengehalt von PPLO in Abhdngigkeit von der 
Entwicklung bei Verwendung eines groBen Inoculums 


ee ee taal Mivcio-ine leaning ae ee RNS 
wee Extinktion y/10 ml 7/10 ml een cept: Toes ot DNS 
0 0,018 24 14 8 582 333 1,75 
13,5 0,035 46 95 32 2006 692 2,97 

16 0,038 55 110 38 2000 692 2,9 
18 0,042 70 134 46 1920 660 2,92 
21 0,052 108 184 72 1715 670 2,55 
23 0,064 132 212 86 1605 650 2,43 

26 0,095 —= _— — — —_— = 
37 0,265 238 258 158 1008 660 1,70 


Die Frage, ob die Analysenwerte aus alteren Suspensionen tatsachlich 
die richtige stoffliche Zusammensetzung der ruhenden, aber noch lebens- 
fahigen Keime wiedergeben oder nur abgestorbene Organismenreste 
charakterisieren, ist aus den oben diskutierten Griinden nicht zu ent- 
scheiden. Zweifellos ist ein Teil der Keime auch in Flissigkeitskuituren 
sehr lange lebensfahig. So konnte SEIFFERT (persOnliche Mitteilung) noch 
aus tiber 10 Jahre in Glasrdhrchen eingeschmolzenen Suspensionen 
PPLO-Stimme mit Erfolg abimpfen. 

Der Ubergang von der stationaren in die log-Phase wurde wiederum in 
11 Ansitzen mit groBer Einimpfmenge verschiedenen Alters (1—14d) 
untersucht. Tab. 11 enthalt die Absolutwerte und die Quotienten. 
Die Entwicklung lauft unter diesen Bedingungen innerhalb von 24 Std 
ab. Schon wahrend der lag-Phase, wenn nur eine minimale Zunahme der 
Extinktion meBbar ist, steigt der relative RNS-Gehalt auf sein Maximum 
an und sinkt wahrend der Hauptvermehrung wieder ab. Im Gegensatz 
zum Verhalten der L-Phase bleibt derrelativ hohe Wert fiir DNS/EiweiB-N 
lange erhalten und geht erst in der spateren stationiren Phase wieder 
zuriick. Die Mittelwerte fiir RNS/DNS und NS/Hiwei8-N aus allen unter- 
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suchten Ansitzen sind fiir die beiden wesentlichen Zustande in Tab. 12 
zusammengefaBt. 

Die endgiiltige Sicherheit iiber den NS-Gehalt und die Héhe des oxy- 
dativen Stoffwechsels wihrend der Vermehrung von PPLO wurde 
wiederum durch Versuche mit wiederholter Uberimpfung gewonnen. 
Zum Start wurde eine 48stiindige Flissigkeitskultur, die mit eimem 
Agarstiick angeimpft worden war, beniitzt. Die Ergebnisse sind in den 
Abb. 10a—e enthalten. 


Tabelle 12. Mittelwerte des Nucleinstiurengehaltes von PPLO zu Beginn der log- und 
stationdren Phase. n = 11 


o o o 
RNS/DSN| RNS/DNS | RNS “| RNS y_]|_DNS “| DNS 


Eiwei&B-N | mg || HiweiB-N | mg || HiweiB-N | mg 
Maximal- 
werte 3,41 -+ 0,63 1850 + 270 680 + 133 
stat. Phase 1,80 + 0,32 1110 + 140 620 | + 83 


Am Ende der 8stiindigen lag-Phase wird das Maximum des RNS/ 
EiweiB-N- und RNS/DNS-Verhialtnisses erreicht. Wahrend der log- Phase 
liegen beide Werte wieder deutlich niedriger. Erst bei der Probe ITI, die aus 
der stationaren Phase tiberimpft wurde und wieder eine typische lag-Phase 
aufweist, kommt es zu einem erneuten Anstieg dieser Werte. Der Ubergang 
von der Ruheform in den vermehrungsfihigen vegetativen Zustand ist 
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Abb, 10a. Zuwachs yon PPLO bei wiederholter Uberimpfung, Extinktion und Zunahme von Hiwei-N 


also mit einer voriibergehenden starken Anreicherung von RNS ver- 
bunden. Wihrend rascher Vermehrung tritt die RNS dagegen deutlich 
zuriick, wie die niederen Werte fiir RNS/Eiwei8-N und RNS/DNS der 
Probe II zeigen. Dies steht im Gegensatz zum Verhalten von Proteus und 
dessen L-Phase, bei denen gerade durch Verlingerung der log-Phase die 
Maximalwerte liingere Zeit erhalten werden konnten. 


Y 
EiweiB-N | mg 
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Auch der Sauerstoffverbrauch weicht gegeniiber den Verhiltnissen 
bei den vorher untersuchten Organismen ab. Die Maxima der Kurven 
fiir den Sauerstoffverbrauch je 10 ml Suspension liegen bereits sehr frith 
am Beginn der log-Phase, und noch wihrend dieser fiillt die Atmung be- 
trachtlich ab. Die Umrechnung auf die anderen BezugsgroBen liefert 
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Abb. 10b. Zunahme von RNS und DNS. Jeweils pro 10 ml Suspension 
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Abb. 10c. Darstellung der Quotienten aus Abb. i0a und b 


daher Kurven, die alle schon waihrend der Hauptvermehrung wieder steil 
abfallen. Das Maximum des oxydativen Stoffwechsels fallt mit dem 
Maximum der RNS-Anreicherung zusammen. Die Geschwindigkeit des 
Sauerstoffverbrauchs ist bei den PPLO wesentlich geringer als bei Proteus. 


Besprechung der Ergebnisse 


Aus den vorgelegten Befunden laBt sich ein Vergleich der Stoff- 
verschiebung wahrend der Entwicklung der 3 verschiedenen Organismen- 
formen ziehen. Zu diesem Zweck sind die fiir den NS-Stoffwechsel 
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charakteristischsten Kurven jeweils fiir alle 3 Organismen auf eine Ab- 
bildung zusammengezogen. Dabei wurde die Zeitachse so verzerrt, dal 
immer die Kurvenpunkte fiir gleiche Entwicklungszustiande tibereinander- 
liegen. Wiedergegeben ist jeweils eine typische Kurve fiir einen Ent- 
wicklungsablauf bei Verwendung einer gréferen Einimpfmenge aus der 
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Abb. 10d. Atmungsgeschwindigkeit wihrend der Entwicklung, bezogen auf je 10 ml Suspension 
bzw. 1 mg EiweiB-N 
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Abb. 10e. Wie Abb. 10d, aber bezogen auf DNS und RNS 


frithen stationiren Phase. In Abb. lle ist die Extinktionskurve mit- 
gezeichnet, um einen Mabstab fiir den Entwicklungszustand zu geben. 
Die aus alteren Kulturen gewonnenen Daten sind nicht mitverwendet, 
da es zweifelhaft ist, ob sie die Verhiltnisse von lebenden Keimen oder 
von abgestorbenen Resten darstellen. 

Abb. lla erméglicht den Vergleich des Quotienten DNS/Eiweif8-N. 
Sie zeigt, dafi die L-Phase in allen Entwicklungszustiinden um rund 25% 
DNS reicher ist als die Bakterienform. Der Kurvencharakter ist praktisch 
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gleichartig. Die PPLO besitzen etwa den gleichen DNS-Gehalt wie die 
L-Phase, aber der Kurvenverlauf unterscheidet sich von dem der L-Phase 


durch das wesentlich langsamere 
Absinken nach dem Aufhoren 
des Zuwachses. 

Einschneidender sind die Un- 
terschiede zwischen den 3 Or- 
ganismen im RNS-Gehalt. Wie 
Abb. 11b veranschaulicht, liegt 
er bei der L-Phase durchschnitt- 
lich 50% unter dem der Bak- 
terienform. Der Kurvencharak- 
ter ist aber fiir beide gleich, 
denn die prozentuale Schwan- 
kung im RNS-Gehalt beim 
Ubergang von der stationaren in 
die log-Phase betragt in beiden 
Fallen rund 300%. Demgegen- 
tiber schwankt er bei den PPLO 
nur um rund 50% und liegt im 
Maximum etwa 50% niedriger 
als der der L-Phase. 

Die gréBten Abweichungen 
ergeben sich beim Vergleich 
des Quotienten RNS/DNS, den 
Abb. lle zeigt. Wiederum ein 
starker quantitativer Unter- 
schied zwischen L-Phase und 
Bakterienform, bei weitgehend 
gleichartigem Kurvencharakter. 
Die PPLO dagegen zeichnen 
sich dadurch aus, daB die Kurve 
wesentlich flacher verlauft und 
das Maximum an das Ende der 
lag-Phase verschoben ist. Das 
starke Zurticktreten der RNS, 
selbst wihrend der Vermehrung, 
scheint ein sehr charakteristi- 
sches Merkmal der PPLO zu 
sein. Wenn auch bisher nur 
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Abb. 11a. Vergleichende Darstellung der Abhangig- 

keit des Quotienten DNS/EiweiB8-N vom Ent- 

wicklungszustand der 3 untersuchten Organismen 

Abb. 11b. Gleiche Darstellung wie Abb. 11a, aber 
fiir RNS/HiweibB-N 
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Abb. 11¢e. Gleiche Darstellung wie Abb. lla, aber 
fiir RNS/DNS 


eine recht beschrankte Anzahl von Bakterien auf ihr RNS/DN S-Ver- 
haltnis untersucht worden ist und nur selten Angaben iiber die Ver- 
anderungen wahrend des Wachstums vorliegen, so lassen die bis jetzt 
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bekannten Daten (eine Reihe von Bakterien haben kiirzlich RIPPEL u. 
Buscu, 1954, untersucht) immerhin vermuten, daB eine so starke Re- 
duktion der RNS bei Bakterien nicht vorkommt. 

Ein weiterer Unterschied ergibt sich beim Vergleich des oben nicht 
naher besprochenen Lipoid-Phosphats. Bezieht man den vom Entwick- 
lungszustand weitgehend unabhingigen Phosphatgehalt der Lipoid- 
fraktion auf EiweiB, so ergeben sich die in Tab. 13 enthaltenen Zahlen. 
Demnach enthalt die L-Phase 
etwa doppelt soviel lipoidgebun- 
denes Phosphat wie die Bakterien- 


Tabelle 13. Mittlerer Gehalt der Lipoidfrak- 
tion an PO,'”’, bezogen auf Img Hiweifh-N 


Lipoidgebundenes 


Organismen 


Proteus vulgaris 


Stabile L-Phase. . 


PPLO (Stamm 
Findlay) 


PO,’’’/mg EiweiB-N 


65 
120 


40 


form, waihrend die PPLO den ge- 
ringsten Wert aufweisen. Dies 
stimmt mit der Beobachtung von 
VENDRELY u. TULASNE (1953) 
tberein, die bei der L-Phase 
einen sehr hohen Gesamtlipoid- 


gehaltfanden. 

Mit dem Zuriicktreten der RNS geht die Verminderung der Atmungs- 
intensitit parallel. Wenn man die wahrend der Entwicklung maximal 
erreichte Sauerstoffaufnahme auf EiweiB-N bzw. DNS bezieht (Tab. 14), so 
zeigt sich von Proteus tiber die L-Phase zu den PPLO eine fortschreitende 
Abnahme auf jeweils 1/3. Man darf aber ausdieserTatsache nicht schlieBen, 
daf die Bedeutung des oxydativen Stoffwechsels fiir die Syntheseleistung 
in ahnlichem Umfang abnimmt. Dies laBtsich zeigen, wenn man berechnet, 


Tabelle 14. Vergleich der maximalen Atmungsgeschwindigkeit der 3 untersuchten 
Organismen, bezogen auf 1 mg HiweifB-N bzw. 1 mg DNS 


Organismen — ey meal erne 
mg EiweiB-N ‘h mg DNS‘h 
Proteus vulgaris . 5000 11000 
Stabile L-Phase . 1800 3000 
PPLO(Stamm 
Findlay). ... 600 900 


wieviel Sauerstoff verbraucht wird, wenn 1 mg N aus der Niahrlésung zu 
k6rpereigener Substanz assimiliert bzw. wenn 1 mg DNS einschlieBlich 
der ibrigen zugehérigen Kérpersubstanz neu aufgebaut wird. Die 
Berechnung ist aus den Versuchsansitzen mit wiederholter Uberimpfung 
ohne weiteres moéglich, weil dort Sauerstoffverbrauch und Substanz- 
zunahme an gleichen Proben gemessen wurden. Tab. 15 enthiilt die 
entsprechenden Daten. Sie sind fiir 2 Abschnitte getrennt berechnet. Ein- 
mal fiir die lag-Phase mit Einschlu8 des ersten Intervalls der log-Phase 
(3. Entnahme) und das andere Mal fiir den Gesamtzuwachs vom Beginn 
bis zam Ende der log-Phase unter AusschluB des stationiren Abschnittes. 
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Es ergibt sich die zunachst unerwartete Tatsache, da Proteus und die 
PPLO praktisch den gleichen Sauerstoffverbrauch beim Aufbau einer 
gewissen Menge K6rpersubstanz haben. Er ist in beiden Fallen wahrend 
der Anlaufphase gré8er als fiir das Gesamtwachstum. Die L-Phase hat 
in der Anlaufphase einen sehr stark erhdhten Sauerstoffbedarf, doch 
diirfte er wahrend der eigentlichen Vermehrungsphase nicht gréBer sein 
als der der Bakterienform, wie der niedrige Wert fiir das Gesamt- 
wachstum, in dem der hohe Anfangswert mit enthalten ist, anzeigt. 


Tabelle 15. Sauerstoffverbrauch wihrend der Synthese von 1 mg DNS, bzw. des Ein- 
baues von I mg N in kérpereigene Substanz 


Wachstum bis z. friihen log-Phase Wachstum bis zur stat. Phase 
Organismen 
—O,/mg Ges.-N —O,/mg DNS —O,/mg Ges.-N | —0O,/mg DNS 
Proteus vulg. . . 4200 17000 3200 10000 
Stabile L-Phase 9500 36000 5400 | 12000 
PPLO (Stamm 
Findlay) ... 4500 8700 3500 | 8000 


Zusammenfassend kann als Ergebnis vorliegender Untersuchungen 
folgendes festgestellt werden: 

1. Die Umwandlung von Proteus vulgaris in die stabile L-Phase ist mit 
einer starken quantitativen Verschiebung im NS-Stoffwechsel verbunden. 
Das Verhaltnis RNS/DNS wird um die Halfte vermindert, weist aber 
prinzipiell die gleichen Schwankungen im Entwicklungsablauf auf wie 
bei der Bakterienform. Der Gehalt an DNS ist erhéht, und die Ver- 
minderung des Gesamtnucleinsiurengehaltes beruht ausschlieBlich auf 
dem Zuriicktreten der RNS. 

2. Die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme ist bei der L-Phase 
auf 30% reduziert, aber der Anteil des oxydativen Stoffwechsels am 
Aufbau der Kérpersubstanz ist nicht wesentlich veraindert, weil auch 
die Wachstumsgeschwindigkeit entsprechend verlangsamt ist. 

3. Die PPLO weisen wie die L-Phase einen erhéhten DNS-Gehalt auf. 
Die Reduktion der RNS ist aber erheblich starker und der Quotient 
RNS/DNS zeigt nur geringe Schwankungen im Entwicklungsablauf. Sie 
scheinen sich dadurch deutlich von den Bakterien und L-Phasen zu 
unterscheiden. Leider fehlen bisher zuverlassige Angaben iiber die NS- 
Zusammensetzung der groBen tierpathogenen Viren, die im wesentlichen 
DNS enthalten, aber nicht frei von RNS sein sollen (vgl. ScHramM 1954). 
Es wire denkbar, daB sich die PPLO auchauf Grundihrer NS-Zusammen- 
setzung in die Liicke zwischen Bakterien und groBen Viren einfiigen 
lieBen, wohin sie wegen ihrer Morphologie und GréBe seit langerer Zeit 
gestellt werden (RUSKA u. Poppe, 1947, Epwarp, 1954). 
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Die starken quantitativen Verschiebungen im NS-Stoffwechsel legen 
die Vermutung nahe, daB bei der Umwandlung in die L-Phase auch 
qualitative Veriinderungen in der NS-Zusammensetzung auftreten. Deren 
Erfassung wiirde vermutlich einen wesentlichen Beitrag zur Frage nach 
dem Wesen dieses heute noch ratselhaften Vorganges bedeuten. 


Zusammenfassung 


Flissigkeitskulturen von Proteus vulgaris, dessen stabiler L-Phase und 
eines PPLO-Stammes wurden in verschiedenen Entwicklungszustanden 
auf ihren Gehalt an RNS, DNS und EiweiB untersucht. Gleichzeitig er- 
folgte auch die Messung des Sauerstoffverbrauches. 


Bei P. vulgaris fallt das Maximum des NS-Gehaltes und des Quotienten 
RNS/DNS in die frithe log-Phase. Wahrend der Quotient DNS/EiweiB-N 
zwischen stationarer und log-Phase nur eine Differenz von 50% aufweist, 
schwanken RNS/DNS und RNS/EiweiB-N um 300%. Der maximale 
Sauerstoffverbrauch in der frithen log-Phase betragt rund 5000 mm? je 
mg EiweiB-N/Std. Um die Bakterienmasse um 1 mg N zu vermehren, 
werden im Mittel einer Wachstumsperiode 3200 mm?* Sauerstoff ver- 
braucht. 

Die stabile L-Phase von P. vulgaris hat einen um rund 25% erhohten 
DNS-Gehalt, wahrend der RNS-Gehalt gegeniiber der Bakterienform 
um 50% geringer ist. Der Quotient RNS/DNS zeigt die gleiche Ab- 
hangigkeit vom Entwicklungszustand wie bei P. vulgaris, liegt aber selbst 
im Maximum um 50% niederer und sinkt in alten Suspensionen unter 
1,0 ab. Die maximale Atmungsgeschwindigkeit betraigt 1800 mm */mg 
Eiwei8-N/Std. Wahrend des Zuwachses von 1 mg Gesamt-N werden 
5400 mm3/O, verbraucht. 

Die PPLO unterschieden sich von den beiden oben erwihnten Formen 
durch starke Reduktion des RNS-Gehaltes, der wihrenddes Entwicklungs- 
ablaufes nur um etwa 30% schwankt. Der DNS-Gehalt entspricht dem 
der L-Phase. Die Atmungsintensitit ist mit 600 mm*/mg EiweiB-N/Std 
sehr niedrig, aber der Sauerstoffverbrauch wihrend des Zuwachses einer 
1-mg-Gesamt-N bzw. DNS entsprechenden Organismenmasse betrigt 
wie bei P. vulgaris 4500 bzw. 8000 mm’. Unter aeroben Bedingungen ist 
also der oxydative Stoffwechsel fiir die Syntheseleistung bei den PPLO 
ebenso bedeutend wie bei P. vulgaris. 
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Uber Veriinderungen des Nucleinsiurengehaltes 
von Proteus vulgaris wihrend der durch Penicillin 
ausgelésten Umwandlung in die L-Phase 
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Mit 9 Textabbildungen 


(Eingegangen am 2. Februar 1956) 


Durch die Entdeckung von Drenzs (1949), daB sich die Umwandlung 
von Proteus vulgaris und anderen Bakterien in die L-Phase mit Hilfe von 
Penicillin jederzeit reproduzieren liBt, war die Voraussetzung fiir eine 
experimentelle Bearbeitung dieses Phanomens gegeben. 


Dementsprechend liegen heute eine Reihe von morphologischen Unter- 
suchungen iiber die Umwandlung der Bakterienform in die ,,large bodies‘ und deren 
Auskeimen in die L-Phase vor. Letzteres wurde in neuerer Zeit besonders klar von 
LIEBERMEISTER (1955) und H6PKEN u. BARTMANN (1955) in fortlaufenden Phako- 
aufnahmen dargestellt. Eingehende quantitative Studien iiber die Abhangigkeit der 
Entstehung von L-Phasen-Kolonien vom Entwicklungszustand der Bakterien, in 
dem sie der Penicillineinwirkung ausgesetzt werden, fiihrten LIEBERMEISTER (1953) 
und KELLENBERGER u. LIEBERMEISTER (1956) durch. Sie konnten zeigen, daB unter 
giinstigen Bedingungen eine Ausbeute von 10—15% erreicht werden kann. 

Alle bisherigen Arbeiten zeigen, da im Fliissigen zwar ,,large bodies gebildet 
werden, aber keine Weiterentwicklung in der typischen L-Form erfolgt. Die groBen 
Blasen platzen nach einiger Zeit, aber aus dem freigesetzten Zellschutt erfolgt in 
keinem Falle eine Weiterentwicklung, wie urspriinglich irrtiimlicherweise vielfach 
angegeben wurde. Erst nach Ubertragung auf giinstige feste Substrate keimen die 
large bodies aus, wobei sie vorwiegend in den Agar hineinwachsen (HOPKEN u. 
BartTMAnn, 1955). Auch die weitere Vermehrung in der L-Phase erfolgt dann durch 
multipolare Knospung (KANDLER u. KanpiEr, 1954). Die Ausbildung der large 
bodies scheint nach den Untersuchungen von SCHELLENBERG (1955) und KeLLEn- 
BERGER u. LIEBERMEISTER (1956) mit einer Vermehrung der Desoxyribonuclein- 
siure verbunden zu sein, denn in beiden Arbeiten konnte eine Vermehrung der 
feulgenpositiven, bzw. mit HCl-Giemsa farbbaren Kérperchen nachgewiesen 
werden. 

Im Gegensatz zu den morphologischen Untersuchungen sind physiologische 
Arbeiten iiber diese Umwandlung praktisch nicht vorhanden. Leider fehlen bisher 
auch eindeutige Ergebnisse iiber die genaue biochemische Wirkung des Penicillins 
auf die Bakterien. Die vielen derartigen Versuche ergaben bisher nur eine groBe 
Wahrscheinlichkeit fiir die Beeinflussung der Ribonucleinsaure und damit fiir einen 
Kingriff in die EiweiBsynthese (vgl. Eaaur u. Saz, 1955). Uber die Wirkung von 


* Die Arbeit ist ein Auszug aus der von J. MiLueEr bei der Naturwissenschaft- 
lichen Fakultat der Universitat Miinchen vorgelegten Dissertation gleichen Titels. 
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Penicillin auf Proteus vulgaris, insbesondere unter Bedingungen, die zur Entstehung 
von large bodies fiihren, liegen bisher keine Untersuchungen vor. Dagegen wurde 
von Ripret u. Buscn (1954) die Veranderung des Nucleinsaiurengehaltes bei der 
Bildung von Involutionsformen verschiedener Bakterien untersucht. Sie zeigten, 
da8B allgemein eine Verschiebung zugunsten der DNS eintrat. Es ist allerdings 
fraglich, ob die durch hohe Salzkonzentrationen erzeugten Involutionsformen etwas 
mit den unter PenicillineinfluB entstehenden large bodies, die zu L-Phasen fiihren, zu 
tun haben, da sie bisher noch nie zur Weiterentwicklung gebracht werden konnten. 
Die Weiterkultur in wiederholten Passagen ohne Riickschlagen in die Bakterien- 
form muB aber als Voraussetzung fiir die Verwendung der Bezeichnung ,,L-Phase“ 
gefordert werden. 


Nachdem wir kiirzlich fanden, daB8 sich die stabile L-Phase durch einen 
erhdhten DNS-Gehalt und einen verminderten Quotienten RNS/DNS 
von der Bakterienform unterscheidet (KANDLER u. Mitarb., 1956), unter- 
suchten wir nunmehr, ob sich eine derartige charakteristische Verschie- 
bung auch schon im Friihstadium der Umwandlung, bei der Bildung der 
large bodies nachweisen lift. Vergleichsweise wurde auch der Einflu8 
anderer Substanzen, die das Bakterienwachstum hemmen und deren 
Wirkungsmechanismus weitgehend bekannt ist, in gleicher Weise unter- 
sucht. In allen Fallen erschien es uns wichtig, nicht bestimmte einzelne 
Zustande zu analysieren, sondern den Entwicklungsablauf durch még- 
lichst haufige Probeentnahme zu erfassen, da besonders der Nuclein- 
sdurengehalt stark entwicklungsabhaingig ist. Hin vollstandiges Bild 
kann nur der Vergleich von Entwicklungsgingen geben. 


Material und Methodik 


Zu den Untersuchungen wurde der Proteus-Stamm 52 von DizNEs verwendet 
Alle Kultur- und Bestimmungsmethoden waren die gleichen wie bei der vorher- 
gehenden Arbeit (KANDLER u. Mitarb., 1956) und brauchen daher an dieser Stelle 
nicht wiederholt zu werden. 


Versuchsergebnisse 


1. Untersuchung des Sauerstoffverbrauches wéhrend der 
Umwandlung 


Aus einer 24 Std alten Flissigkeitskultur von P. vulgaris wurden 50 ml 
abzentrifugiert und in 11 frische Nahrlésung tibertragen. Je 3 ml davon 
wurden dann in die Atmungstrége der WarsurG-Apparatur gegeben und 
fortlaufend die Sauerstoffaufnahme gemessen. Wahrend 2 GefiaBe kein 
Penicillin enthielten, wurde bei je 2 GefaBen nach verschiedenen Zeiten 
Penicillin aus dem seitlichen Ansatz zugegeben, so daf} eine End- 
konzentration von 150 IE/ml erreicht wurde. Abb. 1 zeigt das Ergebnis. 
Bei einer Zugabe 30 min nach Uberimpfung, also am Ende der log-Phase, 
bleibt die Atmung zunichst noch etwa 1 Std unverandert und sinkt dann 
sehr stark bis auf 14, des urspriinglichen Wertes ab. Die morphologische 
Untersuchung (bei einem der beiden Gefibe wurde die Messung in 
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Abstinden von 30 min kurz unterbrochen und eine Ose Suspension ent- 
nommen) ergab, dai der iiberwiegende Teil der Bakterien nach 1 Std 
lysierte, ohne large bodies zu bilden. Auch die wenigen entstehenden 
large bodies platzten im Laufe der nichsten Stunden. 


Die 2. Zugabe erfolgte nach dem Einsetzen der log-Phase. Die Atmungs- 
intensitiit blieb etwa 30 min auf der urspriinglichen Héhe und sank dann 
auf 50%, ab. Im Laufe der nachsten Stunden stieg sie dann wieder leicht 
an. Die mikroskopische Kontrolle zeigte, das nicht mehr so viele Bakterien 
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Abb. 1. Sauerstoffverbrauch je 10 ml Suspension. Mittelwerte von je 2 Parallelproben. 
Zugabe von 150 1E/ml Penicillin 30, 130 und 310 min nach der Beimpfung 


lysierten und der groBte Teil zu large bodies wurde. Der starke Abfall der 
Atmung diirfte wie bei der friiheren Zugabe durch die Lyse der Bakterien 
bedingt sein. Der langsame Anstieg fallt mit der VergréBerung der large 
bodies zusammen. Die Kurve stimmt mit den von LIEBERMEISTER (1953) 
veroffentlichten Extinktionskurven gut tiberein. 


Die interessanteste Beobachtung lieferte zweifellos die Zugabe zu 
Beginn der stationairen Phase (6 Std). In diesem Fall wird keine wesent- 
liche Veranderung der Atmungsintensitaét bewirkt. Es kommt zu keiner 
Hemmung gegeniiber der Kontrolle, sondern sogar zu einer leichten 
Verzégerung des normalen Abfalls. Trotzdem aber erfolgte eine bei- 
nahe 100% ige Umwandlung der Bakterien. Sie fiihrte allerdings nicht 
zu groBen vakuolisierten large bodies, sondern nur zu kleineren An- 
schwellungen und typischen Winkelformen, wie sie in Abb. 2a abgebildet 
sind. Dieses Verhalten haben schon LrEBERMEISTER (1953) und KELLEN- 
BERGER u. LIEBERMEISTER (1956) eingehender beschrieben. Demnach 
fiihrt Penicillin trotz tiefgreifenden Kingriffen in die Zelle nicht primiir zu 
einer allgemeinen Atmungshemmung. Andererseits ist aber auch keine 
Forderung der Atmung festzustellen, wie man sie auf Grund der starken 
morphologischen Verainderung, der Ausbildung der large bodies, die auf 
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eine Substanzvermehrung hinweist, hatte erwarten konnen. Anscheinend 
ist mit der Umwandlung keine Neusynthese, sondern nur eine Umorgani- 
sation schon vorhandenen Materials verbunden. 


2. Verdnderungen im Nucleinséiurengehalt wihrend der 
Umwandlung 
Die Untersuchung des NS-Gehaltes teilweise lysierter Kulturen, wie 
man sie bei Zugabe hoher Penicillindosen erhilt, ware sinnlos gewesen, 
weil bei der Lyse ein Teil der Zellbestandteile in Lésung geht. Es wurde 
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Abb. 2. Phasenkontrast-Mikrophotographien von Umwandlungsstadien: «a Typische Winkelform; 

Friihstadium der large bodies (GesamtvergréBerung 1000mal). b Fortgeschrittenes Umwandlungs- 

stadium; large body mit Resten der Bakterienzelle (GesamtvergréBerung 2000mal). ¢ Alteres Um- 
wandlungsstadium; stark vakuolisierte large bodies (GesamtvergréBerung 1000mal) 


daher versucht, durch Verminderung der Penicillinkonzentration auch 
wahrend der log-Phase die Umwandlung so langsam ablaufen zu lassen, 
daB keine Lysen eintreten. Wie Vorversuche zeigten, ist dies moglich, 
wenn man nur 1—7 JE/ml zugibt. Bei 1 IE/ml macht sich nach etwa 
2 Std eine Teilungshemmung bemerkbar. Die Bakterien trennen sich 
nicht mehr wie tiblich voneinander ab, sondern ziehen sich wurstartig 
auseinander, wie es auf der elektronenmikroskopischen Aufnahme in 
Abb. 3 deutlich zu sehen ist. Nach lingerer Zeit treten dann auch An- 
schwellungen auf. 

Verwendet man 4 IE/ml (Zugabe wahrend der log-Phase), so treten im 
Laufe von 3—4 Std Friithstadien der large bodies, wie sie Abb. 2b zeigt, 
auf, Sie wachsen langsam heran und erst nach etwa 12 Std sind sie stark 
vakuolisiert wie in Abb. 2¢ und platzen dann allmahlich. Die Anzahl der 
lysierenden Bakterien ist sehr gering. Bei den folgenden Versuchen 
wurden daher bei Zugabe in der log-Phase stets geringe Konzentrationen 
verwendet. Zu Beginn der stationiiren Phase sind diese allerdings 
wirkungslos und wurden dann durch hohe (1000 IE) ersetzt. 

Um die stofflichen Veriinderungen parallel zu den eben beschriebenen 
morphologischen erfassen zu kénnen, wurde wie folgt verfahren: 

Aus einer etwa 48stiindigen Agarkultur wurden 300 ml fliissiger Nahr- 
boden angeimpft und 24 Std bei 27° C auf der Schiittelmaschine bebriitet. 
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100 ml dieser Suspension wurden unter sterilen Bedingungen bei 10000 g 
(10 min) sedimentiert und in 11 frische Nahrlésung eingeimpft. Von 2 
oder 3 Parallelproben blieb eine ohne Zusatz, wihrend die andere nach 
einer bestimmten Zeit mit Penicillin versetzt wurde. In verschiedenen 
Intervallen wurden dann Proben von je 100 ml entnommen und nach dem 
friiher (KANDLER u. Mitarb.) beschriebenen Schema aufgearbeitet. Die 
Mitfiihrung einer Kontrolle erwies sich als unbedingt erforderlich, da der 


. 


Abb. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Proteus vulgaris, 2 Std nach Zugabe von 1 IE/ml 
Penicillin. Mit Titandioxyd bedampft. GesamtvergréBerung 3200mal 
Wachstumsverlauf doch nicht immer véllig identisch ist und die durch 
Penicillin bewirkten Veranderungen nicht immer einwandfrei erfaBt 

werden kénnten. 

Abb. 4a und b geben die Verhaltnisse bei Zugabe nach 30 min wieder. 
Im 1. Intervall ist praktisch keine Verainderung zu erkennen. Auch 
morphologisch zeigte sich noch keine Unregelmifigkeit. 1 Std spater 
weisen dagegen sowohl RNS als auch der EiweiB-N eine erhebliche Ver- 
ringerung der Zunahme auf, wahrend die DNS-Zunahme noch nicht 
vermindert ist. Dementsprechend ergeben sich bei den Quotienten 
DNS/EiweiB-N und RNS/DNS starke Abweichungen gegeniiber der 
Kontrolle. Dagegen veriindert sich der Quotient RNS/EiweiB-N nur 
geringfiigig innerhalb der Fehlergrenze. Die Hemmung der EiweiB- und 
RNS-Synthese geht demnach vollkommen parallel. Die mikroskopische 
Kontrolle zeigte zu diesem Zeitpunkt die ersten Anschwellungen und 
Winkelformen. 

Im weiteren Verlauf blicben RNS und Eiweif auf gleicher Héhe und 
nur DNS nahm noch geringfiigig zu, wiihrend die morphologischen Ver- 
anderungen weiterliefen und bei Versuchsende der gréBte Teil der Zellen 
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in typischen Winkelformen vorlag. In einigen Fallen waren auch schon 
groBere large bodies zu finden. Der Quotient DNS/EiweiB-N liegt bei 
diesen Formen um rund 30% iiber dem Wert der unveriinderten Bak- 
terien. Die Erhéhung des RNS/EiweiB-N-Verhiltnisses ist demgegeniiber 
nur geringfiigig und nicht signifikant. 
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Abb. 4b. Quotienten aus 4a. Markierung wie 4a 


Ganz ahnliche Verhiltnisse ergaben sich auch bei der Zugabe nach 11% 
und nach 3 Std. Im letzteren Fall sinkt der Quotient RNS/DNS auch bei 
der Kontrolle ab und der Unterschied zur Probe mit Penicillinzusatz ist 
nicht mehr so ausgepragt. In beiden Fillen ist aber die relative Erhohung 
des DNS-Gehaltes gegeniiber dem EiweiSgehalt deutlich. 

Gibt man Penicillin erst zu Beginn der stationaren Phase zu, so muB 
man, wie bereits erwahnt, sehr hohe Konzentrationen bentitzen, um noch 
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eine Umwandlung zu erzielen, die allerdings nur bis zur Winkelform 
fiihrt. Wie Abb. 5a und b zeigen, bewirken 1000 TE/ml bei einer 5 Std 
alten Kultur zunichst eine vollige Hemmung des Absolutzuwachses an 
Eiwei8. RNS wird sogar absolut weniger, was bei den L-Phasen nach 
AbschluB der Hauptvermehrung immer beobachtet werden konnte 
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Abb. 5a u.b. Entsprechende Darstellung wie 4a und b, aber Zugabe von 1000 TE/ml Penicillin zu 
einer 5stiindigen Kultur. Signatur wie Abb. 4a und b 
(KanDLer u. Mitarb., 1956), und die DNS nimmt nur sehr geringfiigig 
weiter zu. Dementsprechend ergibt sich auch in diesem Fall eine deutliche 
Erhéhung des DNS/Eiweib-N-Verhiiltnisses, die als wesentliches Kenn- 
zeichen fiir die stofflichen Veraénderungen wihrend der L-Umwandlung 
angesehen werden darf. Der Quotient RNS/DNS hat in diesem spiiten 
Entwicklungszustand bereits einen sehr niederen Wert erreicht und wird 
nur noch unwesentlich gesenkt. Im Gegensatz zu den Versuchen, in denen 
Penicillin wihrend der log-Phase zugesetzt worden war, ergibt sich nun- 
mehr auch fiir den Quotienten RNS/EiweiB-N eine zwar schwache, aber 
doch deutliche relative Erhéhung. Sie kommt durch eine Verzégerung des 
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bei der Kontrolle durch das Uberwiegen der Eiweif- iiber die RNS- 
Synthese einsetzenden Abfalles zustande. Ganz allgemein ist der NS- 
Reichtum der large bodies also nicht auf eine besonders starke Ver- 
mehrung der Nucleinsiiuren, sondern auf eine relativ stirkere Hemmung 
der KiweiSsynthese zuriickzufiihren. Die Umwandlung ist demnach nicht 
mit einer Bruttovermehrung an Bakterienmasse verbunden, sondern 
stellt lediglich eine Umorganisierung des vorhandenen Materials dar. 
Damit ist auch das Gleichbleiben der Atmungsintensitat verstandlich. 


Tabelle 1. Verdnderungen in der NS-Zusammensetzung der stabilen L-Phase von 
P. vulgaris im Laufe der Entwicklung mit wnd ohne Zusatz von 1000 LE/ml Penicillin. 
Alle Angaben in y/10 ml Suspension 


Zeit [h] 0 13 15% 17% 19% 21% 23% 25% 

ae I—| 2,0} 5,8 | 12,3 | 20,5 | 28,0 | 34,7 | 36,4 | 37,0 
Extinktion +| 21 | 6,0 | 12,6 | 20,7 | 280 | 35,1 | 36,6 | 37.7 
—| 26 | 456 | 795 | 1165 | 1545 | 1870 | 1660 | 1480 

ACRE ee oneal +| 26 | 462 | 810 | 1165 | 1565 | 1820 | 1675 | 1500 
—| 31 | 114 | 166 | 239] 352| 456| 442] 435 

SS ee +] 31 | 112 | 170 | 241 | 9348)" 439 | 435 | 435 
—| 0,85 | 409 | 48 | 4,88 | 4,40 | 4,10 | 3,76 | 3,4 

RNS/DNS +| 0,85 | 4,12 | 4,75 | 4,83 | 4,50 | 4,15 | 3,85 | 3,45 
has —| 65 | 220 | 320 | 399| 544/ 797| 855 | 925 
rweibNo« < - -|\4 Jes) | 295 | 330 | .410timessouieerduk ono, We) 960 


Mit der hier verwendeten Methode konnten allerdings nur Verande- 
rungen in der Bruttozusammensetzung festgestellt werden, aber keine 
Aussagen tiber die Geschwindigkeit des Stoffumsatzes gemacht werden. 
Es ist durchaus denkbar, daB waihrend der Umwandlung ein Teil des 
vorhandenen Materials abgebaut und neu synthetisiert wird, doch lassen 
sich derartige Vorginge nur durch Verwendung von Isotopen darstellen. 

Bekanntlich sind die aus den large bodies entstehenden L-Phasen 
penicillinresistent. An einer auch im Flissigen wachsenden stabilen L- 
Phase, die schon 150 Passagen auch ohne Penicillin in der L-Form wachst 
ohne in die Bakterienform zuriickzuschlagen, versuchten wir, ob bei 
diesen Stiémmen der Zusatz von hohen Dosen Penicillin tatsachlich ganz 
ohne Wirkung ist. Es wurde daher wie bei den Versuchen mit der 
Bakterienform eine gréBere Organismenmasse (14 Std alte Kultur) ein- 
geimpft und wie iiblich in Abstinden von einigen Stunden Proben ent- 
nommen und auf ihren NS-Gehalt untersucht. Tab. 1 enthait die ent- 
sprechenden Werte fiir eine Probe ohne und mit 1000 IE Penicillin/mi. 
Die Zahlen zeigen, daB die L-Phase durch Penicillin weder gehemmt noch 


gefordert wird. 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 24 
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3. Versuche tiber die Wirkung verschiedener Stoffwechselgifte 
auf die NS-Zusammensetzung von P. vulgaris 


Um zu zeigen, daB die durch Penicillin verursachten Verschiebungen 
im NS-Gehalt nicht nur eine allgemeine Begleiterscheinung jeder be- 
liebigen Hemmung des Bakterienwachstums, sondern spezifisch sind, 
wurde die Wirkung einiger Stoffwechselgifte, deren Angriffspunkt weit- 
gehend bekannt ist, in gleicher Weise untersucht. Als typisches Gift des 
Kohlenhydratstoffwechsels, das durch die Hemmung der Triosephosphat- 
dehydrase direkt in den Abbauweg der Glucose eingreift (vgl. JAMES, 
1954) wurde Monojodessigsiure (MJ) gewahlt. Sie hemmt zwar in 
hdheren Konzentrationen auch andere SH-Gruppen-Fermente, wurde 
aber in unseren Versuchen nur in sehr geringer Konzentration verwen- 
det, so daB es sich vorwiegend um die spezifische Hemmung handeln 
dirfte. Ebenfalls ein Gift des Atmungsstoffwechsels, das aber nicht in den 
direkten Abbauweg eingreift, sondern durch Verdrangung des Phosphats 
die Bildung energiereicher Phosphatverbindungen und damit die 
Energietibertragung von der Atmung zu den Syntheseprozessen stort, ist 
das Arsenat. Es kann als das universellste Phosphorylierungsgift be- 
trachtet werden (vgl. Jamgs). 

Ganz andere Wirkungsweise diirfte Trypaflavin haben. Man nimmt 
allgemein an, daB es mit den Nucleinsaéuren Salze bildet und diese dadurch 
ihrer normalen biologischen Wirksamkeit entzieht (vgl. Sricu, 1951). Es 
konnte demnach der Penicillinwirkung, die vielleicht auch an der RNS 
ansetzt, am nichsten kommen. 

In Vorversuchen wurde zunichst die Konzentration ermittelt, die 
den Zuwachs von P. vulgaris in ihnlichem Umfang hemmt wie die be- 
niitzten niederen Penicillinkonzentrationen. Fiir Arsenat war dies bei 
m/5000, fiir MJ bei 1,5 - 10-*m der Fall. Die Hemmung der Sauerstoff- 
aufnahme betrug bei diesen Konzentrationen im Falle von Arsenat rund 
50%, bei MJ aber nur 20%. Trypaflavin bildet in hdheren Konzentrationen, 
die entsprechend starke Wachstumshemmungen liefern, einen Nieder- 
schlag mit den Nahrbodenkomponenten, der auch nach Weglassen von 
Serum nicht ganz ausblieb. Da diese Niederschlige mit in das zu analy- 
sierende Sediment eingehen wiirden, konnten diese hohen Konzentrationen 
fiir unsere Versuche nicht verwendet werden. Es wurde daher mit der stark- 
sten Konzentration, die gerade keine Niederschlagsbildung mehr hervorrief, 
gearbeitet. Sie betrug 3-10-m und verursachte keine Atmungshemmung. 
Diese trat erst bei Konzentrationen, die eine Zehnerpotenz héher lagen, ein. 


a) Die Wirkung von Monojodessigsiure 
Bei Zugabe von 1,5+10-%m zu einer Y%stiindigen Kultur tritt eine 
allgemeine Wachstumshemmung ein, die NS und Eiwei8 etwa im gleichen 
Umfang betreffen. Nach 61% Std betriigt die Eiwei8zunahme nur rund 
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von der der Kontrolle. Die Hemmung der DNS ist etwas starker, die der 
RNS geringfiigig schwacher. Dadurch ergibt sich eine leichte Benkane des 
Quotienten DNS/Eiwei8-N und eine schwache Erhohung fiir RNS/EKi- 
weiB-N. Der Quotient RNS/DNS fallt dementsprechend langsamer ab als 
normal. Die mikroskopische Kontrolle zeigte, daB im Laufe einiger 
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Abb. 6a u. b. Entsprechende Darstellung und Signatur wie in Abb. 4a und b aber bei Zugabe von 
Monojodessigsiure, 3 Std nach Beimpfung der Nahridsung 


Stunden nach der MJ-Zugabe einige ahnliche Winkelformen und spater 
auch Blasen entstanden wie unter PenicillineinfluB8. Allerdings war die 
Zahl relativ gering und bei Ausstrichen von P. vulgaris auf MJ-haltige 
Agarplatten konnten niemals L-Phasenkolonien beobachtet werden. 

Bei Zugabe der gleichen MJ-Konzentration am Ende der log-Phase ist 
die Hemmwirkung und auch die Verinderung der Quotienten starker. 
Wie Abb. 6a und b zeigen, wird der weitere Zuwachs an NS vollstandig 
gehemmt und nur noch der EiweifB-N weist eine leichte Zunahme auf. 


Damit bleibt der zum Zeitpunkt der Zugabe relativ hohe Wert fir 
18* 
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RNS/DNS noch langere Zeit erhalten. DNS/EiweiB-N fallt entsprechend 
stirker ab als bei der Kontrolle, wahrend sich die Verhaltnisse fiir 
RNS/EiweiB-N gleichsinnig andern. Vergleicht man die Wirkung der MJ 
auf den NS-Gehalt von P. vulgaris mit der von Penicillin, so ergibt sich 
zweifellos ein deutlicher Unterschied. 
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Abb. 7a u. b. Entsprechende Darstellung und Signatur wie Abb. 4a und b. Zugabe von Arsenat 
zu einer 30 min alten Kultur 


b) Die Wirkung von Arsenat 
m/5000 Arsenat hemmt das Wachstum fast vollstaéndig, wenn es am 
Ende der lag-Phase, 30 min nach der Beimpfung zugesetzt wird (Abb. 7a 
und b). Am stirksten wird dabei die RNS-Synthese betroffen. EiweiB und 
DNS weisen noch eine leichte Zunahme auf. Dementsprechend erreicht 
der Quotient DNS/Eiwei®8-N einen sehr hohen Wert, wihrend der nor- 
male Anstieg von RNS/EiweiB-N vollig ausbleibt. RNS/DNS fallt sehr 
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rasch ab. Die Zellen werden wesentlich kleiner als normal und erscheinen 
im Phako besonders kontrastreich. Deformationen waren nicht zu 
erkennen. 

Auch bei der Zugabe am Ende der log-Phase (3 Std nach Einimpfung) 
war die gleiche starke Hemmwirkung zu beobachten. In den Quotienten 
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an d Signatur wie in Abb. 4a und b. 

AbpsSe uD Tugabe von Trypadevin mu 8 Std alten Kulturen 
ergaben sich aber keine deutlichen Verdnderungen, da zu diesem Zeit- 
punkt RNS/Eiwei8-N und RNS/DNS auch bei der Kontrolle abfallen, 
so daB sich gegeniiber der vergifteten Probe nur kleinere quantitative 
Unterschiede ergeben. Der Quotient DNS/Hiweil-N wies zwar keinen 
Anstieg, wohl aber einen verzdgerten Abfall auf. Alle Versuche mit 
Arsenat zeigten, daB durch dieses Gift am starksten die RNS-Synthese, 
an 2. Stelle die EiweiB-Synthese und am geringsten die DNS-Synthese 


betroffen wird. 
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c) Die Wirkung von Trypaflavin 

Bei frither Zugabe von 3 - 10- m Trypaflavin (30 min nach Beimpfung) 
wird nur eine schwache Wachstumshemmung, die alle untersuchten 
Faktoren in etwa gleichem Umfang betrifft, bewirkt. Der Quotient 
RNS/DNS wird etwas erhoht, was auf eine stiirkere Hemmung der DNS- 
Synthese hinweist. Wesentlich kriftiger ist die Wirkung der gleichen 
Konzentration bei Zugabe nach 3 Std. Abb. 8a und b zeigen, da der 
Zuwachs in allen Fraktionen fast vollstiindig gehemmt wird. Es kommt 
demnach nur zu einer Verhinderung der normalen Verschiebungen im 
Verhaltnis RNS/Eiwei8-N und RNS/DNS, so da8 die urspriinglich hohen 
Werte erhalten bleiben. 

Die morphologische Untersuchung ergab, daB besonders bei der frithen 
Zugabe ahnliche Teilungshemmungen auftreten, wie sie fiir schwache 
Penicillinkonzentrationen beschrieben wurden. Allerdings fiihrt die 
weitere Entwicklung nicht zur Bildung von large bodies, sondern die 
Zellen werden transparent, wie in normalen Kulturen in der spaten 
stationéren Phase. Innerhalb der stark aufgehellten Zelle sind im Phako 
2 sehr kontrastreiche Grana zu sehen, die aber vermutlich nichts mit den 
Nucleoiden zu tun haben, sondern ahnlich wie bei alternden Zellen ver- 
dichtete Plasmareste darstellen diirften. Eine Lyse von Bakterien war bei 
den verwendeten geringen Konzentrationen nicht zu beobachten. 


Diskussion der Ergebnisse 

Die bisherigen Untersuchungen tiber das Verhalten der Kernsubstan- 
zen wahrend der Bildung von large bodies (SCHELLENBERG, 1955). 
KELLENBERGER u. LIEBERMEISTER (1956) haben gezeigt, da mit der 
Aufblahung der Zellen eine starke Vermehrung der feulgenpositiven bzw. 
mit HCl-Giemsa farbbaren Korperchen erfolgt. Da die large bodies im 
Phako im allgemeinen recht kontrastarm werden und stark vakuolisieren, 
lag die Vermutung nahe, daB unter dem EinfluB8 des Penicillins die Ver- 
mehrung der Kernsubstanz fortgesetzt, die Komponenten des Plasmas 
— EiweiB und RNS — aber stark gehemmt werden. Insbesondere die Aus- 
bildung der Membran scheint stark zuriickzutreten. Die Untersuchung 
der stofflichen Zusammensetzung, wie sie in vorliegender Arbeit vor- 
genommen wurde, ergab tatsachlich fiir Suspensionen mehr oder weniger 
weit fortgeschrittener Umwandlungsstadien Veriinderungen, die in der 
vermuteten Richtung liegen: Verschiebung des Quotienten RNS/DNS 
zugunsten von DNS und Erhdhung des Wertes fiir DNS/Eiwei8. Ahnliche 
Verhiltnisse fanden auch Ripren u. Buson (1954) fiir die durch andere 
Kinfliisse hervorgerufenen Involutionsformen verschiedener Bakterien. 

Betrachtet man nicht nur die Endzustinde sondern den gesamten Ent- 
wicklungsablauf, so ergibt sich keine so giinstige Ubereinstimmung mit 
den morphologischen Befunden. Vom Zeitpunkt der Penicillinzugabe an 
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erfolgt namlich keine entsprechend starke DNS- -Vermehrung mehr, wie 
man sie erwarten miiBte, wenn tatsichlich die Nucleoide wesentlich ver- 
mehrt wiirden. Die absolute Zunahme je Suspensionseinheit ist nur sehr 
gering und die Verschiebung der Quotienten ergibt sich nur aus der 
praktisch vollkommenen Hemmung der RNS und der EiweiBzunahme. 
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Abb. 9a u.b. Zusammenfassende Darstellung der Wirkung von Penicillin, Arsenat, Monojodessigsiure 
und Trypaflavin auf die verschiedenen Quotienten bei Zugabe nach 30 min bzw. 3 Std 


Demnach mite man zu der Vorstellung gelangen, da8 tatsaichlich keine 
Vermehrung der Kernsubstanz, sondern nur eine Aufteilung derselben in 
mehrere distinkt farbbare Grana erfolgt. Es ist aber sehr schwer vorstell- 
bar, daB trotz dieses ,,Zerfalles‘“‘ der Kernsubstanz die Funktionstiichtig- 
keit erhalten bleiben soll. Zu einer Lésung dieses Paradoxons — starke 
Vermehrung der Nucleoide einerseits, nur sehr geringe Zunahme der DNS 
andererseits — kann vielleicht die Beriicksichtigung der Zahlenverhalt- 
nisse bei der Umwandlung in die L-Phase beitragen. 
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LIEBERMEISTER (1953) sowie KELLENBERGER u. LIEBERMEISTER (1956) 
hatten bei ihren Versuchen gefunden, daB maximal 10% der Keime zur 
Bildung von L-Kolonien befahigt sind, wihrend wir in eigenen Versuchen 
(KanpLer u. Kanpur, 1956) nur eine Ausbeute von 0,1—1% erhielten. 
Demnach ist offenbar nur ein geringer Teil der entstehenden large bodies 
zur Weitervermehrung fahig. Es ist daher leicht vorstellbar, daB gerade 
die in den gefirbten Priparaten tiberwiegend auftretenden Formen mit 
zahlreichen ,,Nucleoiden“ tatsichlich nicht mehr vermehrungsfahig sind 
und lediglich Involutionsformen im iblichen Sinne darstellen. Es wird 
erst noch eingehender quantitativer Auswertung gefarbter Praparate be- 
diirfen, um mit Sicherheit angeben zu kénnen, wie die Kernverhaltnisse 
bei den tatsachlich zu L-Kolonien auswachsenden Organismen sind. Die 
bisherigen Untersuchungen iiber die stofflichen Verainderungen nach 
Penicillinzugabe sprechen jedenfalls nicht dafiir, daB ganz generell eine 
wesentliche Vermehrung der Kernsubstanz eintritt. Da es sich aber bisher 
um erste Versuche zur Erfassung dieser Vorgiinge handelt, kann natiirlich 
noch kein abschlieBendes Urteil abgegeben werden. Es wird weiterhin 
wichtig sein, sich um die weitere Koordinierung von morphologisch- 
cytologischen und stoffwechselphysiologischen Untersuchungen der L- 
Phasen-Umwandlung zu bemihen. 

Die in vorliegender Arbeit erfaBten Veranderungen in der stofflichen 
Zusammensetzung der durch Penicillin gehemmten Bakterien unter- 
scheiden sich deutlich von den Verainderungen, die durch andere Gifte 
hervorgerufen werden. Um den Vergleich besser durchfiihren zu kénnen, 
wurden in den Abb. 9a und b die verschiedenen Kurven fiir die unver- 
giftete Kontrolle in eine Idealkurve zusammengefaft und die durch die 
verschiedenen Zusatze bewirkten Abweichungen nach entsprechender 
Umrechnung eingetragen. Je nachdem, ob sich die stiirksten Abweichun- 
gen bei der frithen oder spaiten Zugabe ergeben, wurden die Kurven fiir die 
erstere oder letztere verwendet. 


Zusammenfassung 


Suspensionen von Proteus vulgaris wurden in verschiedenen Ent- 
wicklungszustinden mit Penicillin versetzt und parallel zur einsetzenden 
Umwandlung in die Friihstadien der L-Phase (large bodies) wurde der 
Gehalt an RNS, DNS und Eiweif-N bestimmt. Durch Verwendung 
geringer Konzentrationen (4—7 IE/ml) konnte auch in der log-Phase die 
Umwandlung so schonend gefiihrt werden, da8 keine Lysen eintraten. 

Die Atmungsmessungen zeigten, daf unter Bedingungen, unter denen 
sich alle Bakterien umwandeln, keine Veranderung des Sauerstoff- 
verbrauches eintritt. Die Hemmung der Sauerstoffaufnahme bei Zugabe 
hoher Konzentrationen zur log-Phase beruht auf der Lyse eines groBen 
Teiles der Zellen. Mit der Umwandlung in die large bodies ist eine Ver- 
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schiebung des Quotienten RNS/DNS zugunsten von DNS und eine 
Erhohung der Werte fiir DNS/EiweiB-N verbunden. Dies beruht aber 
nicht auf einer Steigerung der DNS-Synthese, sondern nur auf der 
etwas schwaécheren Hemmung derselben gegeniiber dem Aufbau von 
RNS und EiweiB. Es ergeben sich keine Anzeichen fiir die auf Grund 
morphologischer Versuche vermutete Vermehrung des Kernmaterials. Es 
kann sich demnach nur um eine Aufteilung des vorhandenen Materials 
handeln. 

Untersuchungen tiber die entsprechenden Wirkungen von Arsenat, 
Monojodessigsiure und Trypaflavin auf die Stoffzusammensetzung von 
P. vulgaris zeigten, daB es sich bei der erfaBten Penicillinwirkung nicht 
nur um eine unspezifische Folge einer allgemeinen Stoffwechselhemmung 


handelt, 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung dieser 
Arbeit. 
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(Station agronomique et oenologique de Bordeaux) 


Sur les Brettanomyees isolés de Raisins et de Vins 


par 
E. PEYNAUD et S. DOMERCQ 


Avec 14 figures dans le texte 
(Eingegangen am 10. Januar 1956) 


La présence dans les moiits de raisin en fermentation et dans les vins 
de levures du genre Brettanomyces a été signalée a plusieurs reprises, mais 
parfois-& tort. LoppER et Krecer-van Rig ont montré par exemple que 
les levures dénommeées Brettanomyces italicus par VERONA et FLORENZANO 
appartenaient en réalité a l’espéce Torulopsis bacillaris. Cependant dés 
1933, KruMBHOLZ et TAUSCHANOFF isolérent d’un moat de raisin frangais 
une levure désignée Mycotorula intermedia qui appartient en fait a 
Vespéce Brettanomyces bruxellensis. 


On connait la définition du genre Brettanomyces van Laer et Denamur: «ces 
levures sont asporogénes, de forme ronde ou ovale, souvent ogivale; elles ne donnent 
pas de mycélium, mais un pseudomycélium; elles se reproduisent par bourgeonne- 
ment multilatéral; leur croissance est lente, elles donnent une abondante formation 
d’acides 4 partir des sucres et produisent un aréme typique; elles possédent un 
métabolisme oxydatif et fermentatif.» 


D’aprés des observations récentes, la participation des Brettanomyces, 
dailleurs peu souhaitable, a la vinification et aux refermentations, est 
dans quelques cas absolument certaine. 


SCHANDERL a rencontré plusieurs fois de telles levures dans des vins mousseux, 
AGOosTINI dans un voile d’un vin acétifié. Récemment, BARRET, BIDAN et ANDRE 
au cours d’isolements sur des vins jaunes du Jura altérés, ont trouvé des levures 
appartenant au genre Bretlanomyces et ont montré que la mauvaise réussite de 
P’élaboration de ces vins était souvent imputable au développement d’un voile de 
ces levures. Ces auteurs en décrivent cinq souches, quatre issues de vins d’Arbois, 
une autre d’un vin du Maconnais. Elles sont proches du type Brettanomyces bruxel- 
lensis Kufferath et van Laer; elles en different cependant par certains caractéres 
fermentatifs et par leur origine, la plupart des Brettanomyces ayant été, jusqu’a 
maintenant, isolés de la biére. Les auteurs en font donc une nouvelle variété qu’ils 
appellent Brettanomyces bruxellensis, variété vini. 

Srmmonr DomeErca dans son étude des levures des motits et des vins de la Gironde 
a obtenu 4 souches de Brettanomyces & partir de deux moiits de raisins rouges sur 
95 étudiés. L’un provenait de Quinsac, 4 20 km au sud-est de Bordeaux, l'autre de 
Saint-Emilion 4 40 km a Vest. L’isolement a été fait 4 la fin de la fermentation. 
Voici la description que Mlle Domurceg donne de ces levures: 

« Caractéres morphologiques. — Sur moit de raisin, au bout de 3 jours, le 
liquide est trés légérement trouble, les cellules sont elliptiques, un peu allongées, 
présentant la forme ogivale caractéristique, de dimensions (5—6)-3 ou 
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(5—8) . 3 # suivant les souches. Au bout de 6 jours, le liquide est trouble, un dépot 
est formé au fond du tube. Les cellules sont un peu plus grosses (5—8) - (83—4) 
ou (5—10) - 34. Au bout de 30 jours, les cellules ont un aspect & peu prés identique, 
elles sont isolées ou groupées par deux ou en petites chaines ayant jusqu’a 5 élé- 
ments. Le liquide est limpide; des dépéts sont formés sur le fond et les parois du 
tube. Une souche forme un anneau important. (D’autres donnent des voiles plus 
ou moins abondants.)» 

«Sur mott de biére aspect des cellules au cours du développement est sensi- 
blement le méme. D’une fagon générale, elles sont un peu plus arrondies (5—8) 
* (8—6) w ou (6—10) - (3—5) uw. Entre le troisiéme et le sixiéme jour, on note 
Papparition de globules ronds dans les cellules. On observe au bout de trois jours un 
léger voile mat, puis la formation incompléte d’un anneau blanc ou beige au-dessus 
du liquide, qui devient peu 4 peu limpide. 

Sur moat de biére gélosé, au bout de 4 jours, la culture blanche, brillante, est 
formée de cellules elliptiques allongées (4—7) - (2—4) w et de cellules trés longues 
12-4 ou méme 20-3 yw. Au bout de 7 jours, les cellules elliptiques contiennent un 
granule et les longues cellules forment des chaines ramifiées. Au bout de 31 jours, 
les cellules sont plutét grosses (4—12) - (3—7) avec la majorité des cellules de 
dimensions (5—8) - (83—7) yw. 

Sur milieu de Gorodkowa, les cellules sont en moyenne plus petites que sur les 
milieux précédents. Les cultures sont minces, blanches, formées de colonies juxta- 
posées. Nous n’avons pas observé de spores. 

Colonies géantes: sur moit de raisin gélatiné, colonies beiges, petites, rondes, 
mates; le centre est plat ou légérement creusé, la bordure finement rayonnée et 
festonnée. Sur moiit de biére gélosé, colonies blanches, brillantes, amorphes. Sur 
moiat de raisin gélosé: colonies blanches ou beige rosé, rondes, sans festons, égale- 
ment amorphes et brillantes. 

Liquéfaction de la gélatine: les deux souches, cultivées en boite de Pétri sur 
moitt gélatiné, liquéfient la gélatine avec des vitesses différentes.» 

Ces levures se caractérisent en outre par une multiplication et une fer- 
mentation trés lentes. La période d’incubation aprés ensemencement est 
de plusieurs jours; la fermentation peut durer deux mois. 

Nous avons soumis les souches isolées & Mlle Cx. Stoor du Centraal- 
bureau voor Schimmelcultures de Delft, que nous tenons a remercier 
ici de sa collaboration, et dont voici les conclusions: 

«Ces souches sont 4 classer dans le genre Brettanomyces. Ces deux souches sont 
& peu prés identiques, elles different par le voile qui manque pour la souche de 
Saint-Emilion et dans la fermentation du raffinose qui est faible pour toutes les 
deux, mais plus forte pour la souche de Quinsac (dans l’appareil de Kluyver-van 
Iterson). 

Fermentation et assimilation sont identiques: glucose, galactose, saccharose, 
maltose et raffinose sont assimilés, ainsi que le nitrate de potassium; la fermentation 
du glucose est assez forte, le saccharose est fermenté plus lentement, tandis que la 
fermentation du galactose et du maltose est encore plus lente. , 

Ce qui est curieux et ne se trouve pas chez les Brettanomyces isolés de la biére, 
c’est que la fermentation du galactose et du maltose est du méme degré. Les cellules 
ogivales, exigées pour la diagnose du genre, sont présentes dans la culture en milieu 
solide. Un pseudomycélium, portant des blastospores en verticilles et des blasto- 
conidies, se trouve dans la culture en lame sur agar a la pomme de terre. 

Les souches se rapprochent de Brettanomyces bruxellensis, mais elles ne sont pas 


identiques a cette espéce.» 


268 E. Prynaup et 8S. DomERca: 


: 
Dans le présent travail, nous étudions les souches de Brettanomyces 
recueillies en Gironde, comparativement a celles de vins d’Arbois qui ont 
été isolées et nous ont été adressées par M. BARRET, a qui nous exprimons 
nos vifs remerciements, et a celles que 
nous devons 4 l’amabilité du Profes- 
seur H. ScHANDERL, Geisenheim. 
Ces souches provenant de vins sont 
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Fig. 1. Brettanomyces Arbois 6 


L393 Fig. 4. Brettanomyces claussenii Custers. Les 


’ cellules sont représentées cultivées sur milieu 
Fig. 3. liquide (en haut de chaque figure) et sur milieu : 
Brettanomyces bruxellensis Kufferath et Van Laer solide (en bas). Grossissement 1000 ? 
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également comparées aux souches suivantes du Centralbureau voor 
Schimmelcultures de Delft qui nous ont servi de référence: 


Brettanomyces claussenii Custers 
Brettanomyces bruxellensis Kufferath et Van Laer 
Brettanomyces lambicus Kufferath et Van Laer. 


Fig. 5. Colonies géantes de divers Brettanomyces. De gauche a droite et de haut en bas: Brettanomyces 
vint Geisenheim sur mofit gélosé; Brettanomyces vini Arbois sur mofit gélosé; Brettanomyces bruxellen- 
sis sur mofit gélosé; Brettanomyces vini Quinsac sur mofit gélosé. 


Fig. 6. Brettanomyces claussenii (moit de raisin) Fig. 7. Brettanomyces claussenii (malt gélosé) 


Aprés des examens morphologiques tres détaillés sur lesquels nous ne 
reviendrons pas (voir les figures 1—4 et photos 5 13 ci-jointes), notre 
étude a porté notamment sur les tests de fermentation et d’assimilation 
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Fig. 11. 
Brettanomyces vini Saint-Emilion (malt gélosé) 


Fig. 12. Fig. 13. Brettanomyces schanderlit (malt gélosé). 
Brettanomyces vini Quinsac (malt gélosé) Photographies prises au microscope 4 contraste 
de phase; grossissement 1000 diamétres 
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des sucres, sur la mesure des intensités respiratoire et fermentatives a 
Vappareil de WarBure, sur les pouvoirs alcoogéne, acidogéne et estéro- 
gene, sur la formation des produits secondaires, sur les besoins en facteurs 
de croissance. Pour ces mesures et analyses, nons. avons bénéficié de la 
collaboration de Miles Laron et LarourcapsE et de G. GuIMBERTEAU, 
Cette documentation nouvelle rassemblée sur ces levures nous permet 
d’envisager leur classification avec certitude. 


Fermentation et assimilation des différents sueres 


Les tests de fermentation sont effectués en triple exemplaire, selon la technique 
des clochettes de DurHam, sur milieu 4 l’eau de levure, en prolongeant les ob- 
servations durant 15 jours. Les tests d’assimilation sont faits également en triple 
exemplaire, en tubes a essai, sur milieu synthétique complet au point de vue des 
sels minéraux et des vitamines; l’azote est fourni sous forme de sels ammoniacaux 
et @asparagine; aprés 15 jours 4 25° C, on mesure la croissance par néphélométrie 
par rapport 4 un témoin non sucré. 


Tableau 1. Tests de fermentation des sucres par différents Brettanomyces, technique 
de Durham, et d’assimilation!, d’aprés mesures néphélométriques de cultures de 
15 jours 


Glucose Galactose | Saccharose Maltose | Lactose | Raffinose 


| ll 


Brett. bruxellensis — | — 
Brett. claussenii Woes 
Brett. lambicus . . a= | 
Quinsac. . Ses 
Saint-Emilion . . 
Arbois 6 

Arbois 8 é 
Geisenheim] .. | 


Geisenheim 2 


1 Assimilation en (); Lactose et Raffinose non examinés 
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Le tableau 1 reproduit pour les diverses souches étudiées les résul- 
tats de ces essais. Nos résultats pour les souches de référence sont en 
accord avec les indications de LoppER et KrEGER-vAN Ruy d’une part 
(sauf l’absence de fermentation du raffinose que nous notons pour Bretta- 
nomyces claussenii) et de BARRET et ses collaborateurs d’autre part (sauf 
Vabsence d’assimilation du galactose par Brett. bruxellensis). Nous n’avons 
pas retrouvé non plus la faible fermentation positive du raffinose notée 
par Mlle Cx. Stoor; les tubes équipés de clochettes de Durham consti- 
tuent sans doute un systéme moins sensible que l’appareil Kluyver-van 
Iterson, & cause de la solubilité du gaz carbonique surtout lorsque la 
fermentation est trés faible et trés lente. iii 

Quoi qu’il en soit, on voit que les Brettanomyces isolés du vin se clas- 
sent en deux catégories bien distinctes: les souches de la Gironde, d’ Arbois, 
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la souche N° 2 de Geisenheim, qui ne font pas fermenter le raffinose et le 
lactose; la souche N° 1 de Geisenheim qui, en plus, ne fait pas fermenter 
le saccharose et le maltose. Par ailleurs, ces deux types de levures ne cor- 
respondent & aucune des espéces connues et décrites par LoDDER et 
KreGER-vAN Ris. Le premier groupe se différencie de Brett. bruxellensis 
par la fermentation et l’assimilation du galactose; d’autre part il s’éloigne 
de Brett. claussenii, capable de faire fermenter le lactose. Quant a la 
souche N° 1 de Geisenheim, elle ne s’accorde aucunement avec la des- 
cription donnée pour Brett. anomalus, dont les cellules sont beaucoup 
plus allongées et qui fait fermenter le lactose. 


Ces tests de base suffisent donc 4 eux seuls a démontrer que nous sommes 
en présence de levures nouvelles. 


Assimilation azotée, utilisation de ’éthanol, formation d’un voile 


Le tableau 2 rassemble ces données. 


LoppER et KREGER-VAN Riv indiquent une réaction positive pour 
Putilisation des nitrates par Brett. bruwxellensis; elle est estimée faible par 
BaRRET et ses collaborateurs; nous l’avons jugée pratiquement négative, 
tandis que les autres souches (sauf la souche de Geisenheim N° 1) mon- 
trent une réaction positive trés nette. 


Tableau 2. Assimilation azotée et quelques autres caractéres de différents Brettanomyces 


Sels Nitrate Utilisation Voile 

ammoniacaux de potassium de l’éthanol sur moiit de raisin 
Brett. bruxellensis . + — — Tlots, anneau 
Brett. claussenii . + a sex | Anneau 
Brett. lambicus + + ) — Léger voile 
Quinsac + ote — Trés léger voile 
Saint-Emilion + + | — Anneau 
Arbois Gos 3. aus + + = Léger voile 
ATDOISIS Ss «of van ermee | ao + — Léger voile 
Geisenheim | + _- | — Pas de voile 
Geisenheim 2 . ao f- | — Voile partiel 


La croissance sur éthanol n’a été vraiment positive que pour Brett. 
claussenit, 

Enfin on distingue tous les intermédiaires (anneaux sur la paroi, voile 
partiel, ilots) entre les souches formant un voile uniforme a la surface du 
mott de raisin en fermentation et celles qui n’en forment pas. Ce carac- 
tére, qui dépend aussi de la nature du milieu de culture, ne permet done 
pas de classer les espéces d’une maniére absolue. 
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Intensités respiratoires et fermentatives 


Nous reproduisons dans le tableau 3 les résultats de quelques mesures 
effectuées avec l’appareil de Warspura. On opére comparativement 
avec les cellules de cultures semi-aérobies d’une dizaine de jours, en- 
semencées dans un méme milieu synthétique complet. 


L’intensité respiratoire est faible et partout du méme ordre. En raison 
du caractére adaptatif du ferment respiratoire, ces valeurs sont simple- 
ment comparatives. Dans la premiére phase de la fermentation, tant que 
le milieu est réducteur et dépourvu d’oxygéne libre, l’intensité respira- 
toire des levures est toujours trés faible. Elle augmente vers la fin de la 
fermentation avec la pénétration d’oxygéne. 


Tableau 3. Intensités respiratoires et fermentatives de différents Brettanomyces 
(mm de gaz absorbé ou dégagé par mg de levure et par heure) 


Co, 
Qo, QCo, | Q Co, 
CBVCIS OVAL LEMON SIS. ub usiehacuety<cuss asm | 1,6 | 53 54 
MES Ret aT CHILUESCIUUL tical ce Mae hs) aot ais) eo 0,7 54 38 
LST CLE UEIDICUSE etme tes a ees 0,6 45 55 
Quinsdce es FO es 2.6 31 52 
ATDGISIGLMsaR abe? (AN SUIS: BE elise 1,8 30 37 
Geisenheims) Aiyulate— cde aes as 2,7 37 37 
Goisenhermy 2m ot cr rl. Seas Pa 2,5 42 47 


Les intensités fermentatives, assez peu différentes d’une levure a 
Vautre, sont faibles. Les Brettanomyces font fermenter les sucres 4 a5 
fois plus lentement que les Saccharomyces. La fermentation anaérobie 
est & peine plus forte que la fermentation aérobie. Tous les Brettanomyces 
sont remarquablement comparables en ce qui concerne l’intensité de 
leur métabolisme, et ces mesures ne permettent pas de différencier les 


diverses espéces. 


Pouvoirs aleoogéne, acétogéne et estérogéne 


Les Brettanomyces sont des levures de fermentation trés lente, mais 
bonnes productrices d’alcool puisqu’elles peuvent atteindre 13°] (en 
volume) dans des fermentations suffisamment aérées et 12°0 en an- 
aérobiose ménagée. Dans des conditions strictes d’abri de Pair, com- 
portant l’ensemencement d’un motit privé d’air et la fermentation sous 
barbotage dans le mercure du gaz carbonique dégagé, la fermentation 
s’arréte avant 8°0 d’alcool (voir tableau 4). On remarque que les degrés 
obtenus avec les Brettanomyces provenant de vins sont nettement plus 
élevés que ceux des souches isolées de la biére (voir courbes de fermen- 
tation, fig. 14). 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 24 19 


Sucre fermenté 
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Tableau 4. Pouvoirs alcoogéne, acétogéne et estérogéne de différents Brettanomyces. 
Fermentation sur moat de raisin 


| Degré alcoolique ae aia ieee at 

i i . bri 

| as | fa Vals Ae ba vate AX sadieke 

Brett. bruaellensis . . |) — eles Gor 31,0 | 13,0 66 44 
Brett. claussenti . . . 0 — tes '9°Q) tele 827) 6.9 176 9 
Brett. lambicus — | 106, 1 ie 14,8 59 13 
QUINREO oh tree eines ot) ks ated 11°6 23,0 10,0 176 31 
Saint-bimilion?s 40 2a locke (eek) Ge aloo Sur 15 9 
Arbois:6? Sons nix — i} 00 aS A 66 29 
ATbOis'S sets, <a te — Has LIS 58,1 10,6 99 17 
Geisenheim1 .... | — | 11°9 22,4 11,2 143 20 
Geisenheim 2 | ee ag oe Ba ee hy 13 


D’une maniére générale, dans des fermentations suffisamment pro- 
longées, les Brettanomyces forment beaucoup d’acide acétique, notamment 
au contact de lair. Quelques souches sont moins acétogénes, quelles que 
soient les conditions de fermentation, en particulier les souches de Brett. 
bruaxellensis et Brett. claus- 
senit et celles provenant 
des vins de Saint-Emilion 
et de Geisenheim 1. Les 
levures & voile sont les 
plus acétogénes. Enfin les 
propriétés estérogénes des 
Brettanomyces sont assez 
variables. La quantité d’acé- 
tate d’éthyle formée peut 
étre ou trés faible (souche 
de Saint-Emilion), ou suffi- 
samment élevée pour étre 
pergue a lodorat. La pro- 
duction de cet ester est liée & 
la respiration: basse 4 l’abri 
de lair, elle est maximum 
dans les conditions d’aérobiose. Elle ne parait pas en relation avec 
Vaptitude & former un voile superficiel. 
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Fig. 14. Courbes de fermentation d’un mofit de raisin par 
divers Brettanomyces 


Formation des produits secondaires 


Le tableau 5 donne, sous forme de bilans, le taux des produits secon- 
daires pour les diverses souches de Brettanomyces, faisant fermenter un 
méme moat de raisin. On a conduit les fermentations dans deux con- 
ditions: au contact ménagé de l’air, dans des récipients aux trois-quarts 
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pleins, simplement obturés d’un tampon d’ouate, et en anaérobiose 
stricte dans des flacons & barboteur de mercure. 


L’expression sous forme de bilans repose sur le fait que les produits secondaires 
formés par la levure & partir du sucre dérivent de la fermentation glycéropyruvique de 
Nevsere. Il a été démontré que les acides acétique et succinique, ainsi que le 2,3- 
butanediol proviennent de la dismutation et de la condensation de l’acide pyruvique 
décarboxylé libéré par cette fermentation. Ces trois corps, auxquels on peut 
joindre la petite quantité d’éthanol qui reste toujours a la fin de la fermentation 
représentent donc quantitativement la contre-partie du glycérol. Cette théorie a 
été développée dans un grand nombre de publications (GENEVoIs et coll., PEYNAUD 
et coll.). Les analyses effectuées jusqu’é maintenant sur plusieurs centaines de 
milieux fermentés ont abouti a la relation suivante, dans laquelle g est le glycérol, 
a Vacide acétique, s l’acide succinique, f l’éthanol et 6 le 2,3-butanediol: 


2a+56s+h+b=2L=09al1g. 


Bien entendu, lorsque les levures sont capables de former des sous- 
produits par voie oxydative et lorsqu’elles travaillent au contact de Vair, 
cette relation ne se vérifie plus. La technique des bilans de fermentation 
permet précisément de distinguer dans la fermentation au contact de 
Vair les levures uniquement fermentatives pour lesquelles ces bilans sont 
corrects, de celles qui donnent naissance a de l’acide acétique, de l’éthanol 
et éventuellement de lacide succinique par oxydation de l’alcool. Bien 
entendu encore, les levures oxydatives placées en anaérobiose parfaite 
donnent des bilans corrects. 

C’est ainsi qu’on observe avec les Brettanomyces étudiés que 2/g varie 
de 0,83 a 1,06 en l’absence d’oxygéne, ce qui vérifie la relation ci-dessus, 
tandis qu’a l’air ce rapport est trés élevé. 

La formation de glycérol est le plus souvent plus forte a l’air. Elle est 
pour toutes ces levures du méme ordre de grandeur, mais nettement 
moins abondante, 4 quantité égale de sucre fermenté, que pour les 
Saccharomyces. Nous ne reviendrons pas sur les taux d’acide acétique, 
sinon pour constater qu’il est le seul produit secondaire sensiblement 
variable d’une espéce & une autre. Le caractére acidogéne de ces levures 
ressort encore de la production relativement élevée d’acide succinique, 
tandis que le 2, 3-butanediol reste & des concentrations trés basses. 

Par ailleurs, la formation d’acide lactique ne dépasse pas les taux 
habituellement constatés avec des Saccharomyces. 


Besoins en facteurs de croissance 


Le genre Brettanomyces est remarquablement homogéne lorsqu’on 
considére les besoins en facteurs de croissance, toutes les espéces étudiées 
ont un comportement trés voisin. Le tableau 6 reproduit a titre d’exem- 
ple la réponse de Brett. bruxellensis & diverses carences vitaminiques. 

Tous les Brettanomyces sont auxo-autotrophes, en ce sens qu’on note 
toujours une croissance en ’absence complete de toute vitamine et qu’on 
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peut repiquer indéfiniment ces levures en milieu minéral sans vitamine. 
Mais dans ces conditions, la multiplication est trés réduite et Vadjonction 
individuelle de tous ces facteurs, sans exception, exerce une action 
favorisante sur la croissance et la fermentation. 

L’action de la thiamine est la plus importante; en milieu carencé en 
thiamine, la population levurienne finale reste & peine le dixiéme de la 


Tableau 6. Besoins en facteurs de croissance de Brettanomyces bruxellensis 
es 


ashame! Sucre fermenté (g/l) 
Saabs cet ures | 15 jours | 23 jours | 33 jours 
Sansivitamined yy swilis Sk au 8000 10 18 27 
Avec toutes les vitamines . . 88000 74 100 — 
Sans OLING sismiie) Gyccpes > 32.000 12 18 18 
ans pyridoxine. ..... . 64000 33 82 100 
Sans thiamine ..:. .. . . | 8000 12 20 30 
Sans thiamine-pyridoxine . . 8000 8 13 15 
Sans acide pantothénique . . 80000 | 43 92 100 
Sans mésoinositol. . . .. . 78000 11 39 99 
Sans acide nicotinique. . . . 64000 18 47 85 
Sans acide p. aminobenzoique. 80000 35 91 100 


population normale et la transformation du sucre est extrémement lente. 
Vient ensuite la biotine dont l’absence retarde beaucoup plus la fer- 
mentation du sucre que la multiplication des levures, contrairement a ce 
qui se passe avec les Saccharomyces, par exemple. Parfois le manque de 
mésoinositol exerce une influence retardatrice plus ou moins marquée. 
L’acide nicotinique et la pyridoxine se montrent plus nécessaires que 
l’acide pantothénique. 


Caractéres organoleptiques 

Les cultures de Brettanomyces sur moit de raisin présentent a l’odeur 
des caractéres spéciaux assez typiques, que nous avons essayé d’analyser 
dans le tableau 7. Nous distinguons une odeur sure et aigre, désagréable, 
différente de l’odeur pénétrante d’acétate d’éthyle et plus complexe. La 
plupart des cultures ont une odeur fruitée, aldéhydique, rappelant la 
pomme; certaines possédent un caractére particulier, butyrique par 
exemple. Mais toutes ont une odeur plus ou moins intense et toujours 
infecte, qui rappelle l’acétamide. Cette odeur, assez difficile & définir par 
un autre terme qu’odeur «de souris», se pergoit a la fin de la dégustation 
et semble étre due a des produits peu volatils. Elle est exaltée surtout, 
et c’est de cette fagon qu’on la distingue le plus aisément, lorsqu’on 
se mouille les doigts avec le liquide et qu’on les sent apres un certain 
temps d’évaporation. 
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Cet arriére-goit d’acétamide a été rencontré parfois dans certains 
vins, mal vinifiés ou mal conservés, offrant généralement des bactéries a 
l’examen microscopique. Il peut provenir de l’attaque des protéines et 
d’une condensation acide acétique-ammoniaque. Si les Brettanomyces ne 
peuvent étre tenus pour responsables dans tous les cas de cette altération, 
il n’est pas exclu, aprés les observations faites, que ces levures y jouent 
assez souvent un role. 


Tableau 7. Caractéres organoleptiques des cultures sur mott de raisin de quelques 


Brettanomyces 
Od Acétate | 4, | Odeur | ; 
peat aethets Acétamide | traitée _| Observations 
Brett. bruxellensis | ~~ | cS ee | Odeur butyrique 
Brett. claussenii ie a + | ae + 
Brett. lambicus + | + | Parfum de bon 
| | vinaigre 
Quinsac . . .” . | | + | ++ | | Odeur de miel 
Saint-Emilion .. | + ++ |. + 4 
Athos 62. me « | . | + — 
Arbots:6)t2 22012) @ } oo ‘ies 
Geisenheim 1] .. | } + | ++ | + 
Geisenheim2 ..| + | + | + fetadis. 
Discussion 


Aprés l’étude approfondie des caractéres morphologiques et physio- 
logiques de ces levures, leur identification et leur classification sont 
relativement faciles. D’abord il ne fait aucun doute que ces levures 
isolées de vins rouges de Bordeaux, de vins jaunes du Jura, de vins 
mousseux allemands, appartiennent au genre Brettanomyces. Nous con- 
firmons pleinement 4 ce sujet les conclusions de BARRET et ses colla- 
borateurs et celles de ScuanpERL. La forme des cellules, l’aspect des 
cultures, mais surtout leur développement et leur métabolisme trés 
lents, leurs propriétés acidogénes et estérogénes, la formation des divers 
produits secondaires, leurs besoins en facteurs de croissance et les 
caractéres organoleptiques typiques que ces levures conférent au milieu 
fermenté, font qu’elles se confondent absolument, en ce qui concerne la 
diagnose du genre, avec les souches de référence étudiées parallélement. 


Les Brettanomyces isolés de vins appartiennent & deux espéces di- 
stinctes: cinq souches se caractérisent par la fermentation et l’assi- 
milation des glucose, galactose, saccharose et maltose, tandis que la 
souche N°] de Geisenheim ne fait pas fermenter le saccharose et le 
maltose, mais assimile le saccharose. La différence est nette aussi dans 
Vutilisation du nitrate de potassium, nulle pour cette derniére souche, 
positive pour les autres, dans le fait également que la souche N° 1 de 


— 
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Geisenheim ne forme pas de voile, tandis que les autres souches présentent 
toutes plus ou moins des développements superficiels. 

Ine fait aucun doute, non plus, que ces deux espéces soient nouvelles. 
Elles n’ont pas été décrites par CusTErs, ni dans la récente monographie 
de LopprR et Krecrr-van Ris. Les tests de fermentation des sucres 
sont 4 ce sujet décisifs. La premiére espéce se différencie de Brett. bruxel- 
lensis par la fermentation et l’assimilation du galactose, par lutilisation 
des nitrates. Ne faisant pas fermenter le lactose, elle s’éloigne de Brett. 
claussenii. BARRET et ses collaborateurs ont nommé cette levure Bret- 
tanomyces bruxellensis va. vini. En réalité, il y a entre Brett. bruxellensis 
et cette levure beaucoup plus qu’une différence de variété. Ce sont des 
espéces nettement distinctes et pour exprimer cette différence, nous 
appelons cette espéce nouvelle, comprenant en particulier les levures 
étudiées 4 Bordeaux, Brettanomyces vini. 

La souche N° 1 de Geisenheim n’a rien de commun avec les précédentes, 
non plus qu’avec Brettanomyces claussenii ou Brettanomyces lambicus. 
D’un autre cété, elle se distingue de Brettanomyces anomalus par le fait 
qu’elle n’est pas capable de faire fermenter le lactose et par la forme de 
ses cellules. Nous proposons de nommer cette nouvelle espéce Brettano- 
myces schanderlit, en hommage au Prof. SCHANDERL qui l’a isolée et 
découverte, et a attiré lattention sur l’importance oenologique de ces 
levures dans certains cas spéciaux. 


Résumé 

Les auteurs ont étudié comparativement des souches de Brettunomyces 
isolées de vins de diverses origines et dans diverses circonstances. En plus 
des tests habituels de classification, portant surtout sur les caractéres 
morphologiques et sur la fermentation et l’assimilation des différents 
sucres, il a été procédé notamment aux mesures des intensités respiratoire 
et fermentatives, 4 l’établissement des bilans analytiques des produits 
secondaires formés, a l’étude des besoins en facteurs de croissance. 

Ces Brettanomyces provenant de vins appartiennent 4 deux espéces 
nouvelles, différentes des espéces isolées de la biére. Les auteurs proposent 
de les nommer Brettanomyces vini et Brettanomyces schanderlir. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinchen) 


Zur Analyse der Bakterienhemmstoffe 
aus der Wurzel vom Schéllkraut und dihnlichen Pflanzen * 


Von 
FRANZ BUKATSCH, Miinchen 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 23. Januar 1956) 


Die erste ausgedehnte Untersuchung iiber die Verbreitung des freilebenden 
stickstoffbindenden Bodenbakteriums Azotobacter im Wurzelbereich hdherer 
Pflanzen verdanken wir PoscHENRIEDER (1930). Er fand Azotobacter (Az.) ziemlich 
allgemein in der Rhizosphare sehr vieler Pflanzen, besonders in den Sommermonaten; 
zur Zeit der Vegetationsruhe, wenn Wurzelreste absterben, tritt Az. zugunsten von 
Faulnisbakterien (Fluorescenten u. a.) vielfach stark in den Hintergrund. PoscHEn- 
RIEDER beschreibt aber auch eine Reihe von Pflanzen, in deren Wurzelbereich er 
Az. nicht finden konnte. Die Ursachen hierfiir wurden im einzelnen nicht weiter 
verfolgt. Der Autor teilt die Meinung von Hinrner, daB zwischen Wurzel und der 
Mikroflora ihrer engeren Umgebung (Rhizosphare) Wechselbezichungen bestehen; 


er schreibt (1. c., S. 376): ... ,,Bedeutimgsvoll diirfte fiir das Bakterienleben mit 
der Umstarid sein, daB von den Wurzeln verschiedenér Pflanzen verschiedene Stoffe 
ausgeschieden werden . . .“* — ein Gedanke, der sich in spaiteren Arbeiten als durch- 


aus fruchtbar erwies. 

Gemeinsam mit HrrrzeR untersuchte ich 1950—52 die Rhizosphare vieler 
hoherer Pflanzen, um davon Az. zur Klarung der Rassenfrage dieses Bakteriums 
zu isolieren. Dabei fiel auch uns die oben erwahnte Erscheinung auf, daB unmittel- 
bar an den Wurzeln bestimmter Pflanzen Az. nicht, oder doch nur ganz ausnahms- 
weise, anzutreffen ist. Da unter Umstainden vorhandene Saureabscheidungen der 
Wurzel zur Erklarung des Befundes nicht hinreichten, weil sie sich nicht im ent- 
scheidenden Ausma8B im Boden nachweisen lieBen und die Pflanzen aus gepflegten, 
nicht versauerten Béden (Botanischer Garten und anderen Garten Miinchens und 
Umgebung) stammten, auBerten wir die Vermutung, dafs Hemmstoffe aus den in- 
takten Geweben hoherer Pflanzen auszutreten und das Bakterienwachstum in der 
unmittelbaren Umgebung zu beeinflussen vermégen. 

1954 konnte ich anlaBlich eines Ubersichtsreferates iiber freilebende Stickstoff- 
binder im Boden! die Behauptung aufstellen, daB beim Schéllkraut (Chelidoniwm 
maius, einer in vieler Hinsicht interessanten, allgemein verbreiteten Pflanze) be- 
stimmte Alkaloide die Ursache fiir das Zuriicktreten von Az. in der Rhizosphare 
darstellen (vgl. dazu Buxatscu 1955; dort auch Abbildung tiber Hemmwirkung 
aufgelegter, ganzer Chelidoniwm-Wurzeln auf Az.-Dichtsaat). 

1955 beschreibt Metz bei seinen ,, Untersuchungen tiber die Rhizosphare“ starke 
Hemmwirkungen einiger Wurzeln auf die umgebende Mikroflora, darunter auch die 
des Schéllkrauts. Da die Versuche zum Teil mit Wurzel-PreBsaften im Lochtest 


* Herrn Prof. Dr. Hugo Braun zum 75. Geburtstag gewidmet. 
1 Vortrag im Rahmen des 8. internationalen Botanikertreffens in Paris, gehalten 
im Institut Pasteur am 3. Juli 1954. Kurzreferat dariiber in den Rapports et 
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durchgefiihrt wurden, sind deshalb auch stérkere Wirkungen als am natiirlichen 
Standort zu erwarten1. Wichtig fiir unsere Fragestellung ist der Umstand, daB 
Metz auch einen Az-Stamm (Gottingen, Nr. 1602) in seine Versuche einbezog. 
Vielen Wurzeln gegeniiber, die auf die iibrige Mikroflora hemmend wirkten, war Az. 
ziemlich unempfindlich; sehr wirksam erwiesen sich aber auch hier scharfer Hahnen- 
fuB (Ranunculus acer) und wieder das Schéllkraut. Die Art der Hemmstoffe wurde 
aber nicht naher untersucht. Da Merz auch die Abziichtung von Az. aus der Rhizo- 
sphare von Chelidoniwm miBlang, gelangt er fiir diese Pflanze zu folgendem SchluB: 
,. .. der Zusammenhang zwischen dem Fehlen von Azotobacter an der Wurzel und 
der starken Hemmwirkung dieser Wurzel ist so deutlich, daB auf eine direkte 
Wirkung der hemmenden Wurzelstoffe auBerhalb der Wurzel geschlossen werden 
mu“ (1. c., S. 320 unten). 


Ich habe wiederholt und zu verschiedenen Jahreszeiten versucht, aus 
der den Schdéllkrautwurzeln unmittelbar anhaftenden Erde Az. zu 
zichten ; ein positiver Ausfall ergab sich nur in ganz vereinzelten Fallen. 
Die so gewonnenen Kulturen erwiesen sich aber im Verlauf mehrerer 
Ubertragungen auf Frischnahrbéden als schlecht lebensfahig. Die Zellen 
dirften eine verringerte Vitalitaét aufweisen. Auf einen dieser Stéamme 
(Chel. I) kommen wir spater noch zuriick. 


Die in Chelidonium vorhandenen Wirkstoffe 


Die vorliegende Untersuchung setzt sich das Ziel, die Bakterien- 
hemmstoffe des Chelidonium-Rhizoms zu identifizieren; zum Vergleich 
wurden auch Wurzeln anderer Pflanzen mit ahnlichen Inhaltsstoffen 
herangezogen. Nach Henry (1949) sind im Schélikraut folgende Haupt- 
alkaloide enthalten: Chelidonin und Homochelidonin, Oxy- und Methyl- 
chelidonin ; Chelerythrin, Sanguinarin; Protopin, «- und £-Allocryptopin; 
Berberin und Spartein. 

Die Blutwurzel, Sanguinaria canadensis, die wir zum Vergleich heran- 
zogen, enthalt im blutroten Rhizom neben Chelerythrin und Sanguinarin 
noch Oxy-Sanguinarin, Allocryptopin und Protopin, die Hydrastis- 
Wurzel vorwiegend Berberin und Hydrastin, bzw. Hydrastinin. Um die 
Erforschung der Schéllkraut- und Blutwurzel-Inhaltsstoffe haben sich 
GADAMER und seine Schule (1924a, b und viele andere) groBe Verdienste 
erworben. 

Die seinerzeit von GapAMER und seinen Schiilern angewandten 
Trennungsmethoden (Ausfillung mit Mineralsiuren, Cyaniden, Lésen 
und Verteilen in verschiedenen Solventien, fraktionierte Kristallisation) 
erfordern Stoffmengen, die uns nicht zur Verfiigung standen, und sind 
auBerdem recht umstiindlich und zeitraubend. 


1 Kigene Versuche mit abgeschnittenen Lowenzahnwurzeln, die auf Az.-Dicht- 
saatplatten aufgelegt wurden, sprechen dafiir: Es wurden nur dort Hemmungen des 
Bakterienwachstums beobachtet, wo aus Wundstellen der Wurzel Milchsaft austrat. 
Az. 1aBt sich aus der Rhizosphiére von Léwenzahn unschwer isolieren. 
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Als moderne, auch fiir kleine Substanzmengen geeignete Trenn- 
verfahren boten sich Papier-Elektrophorese bzw. -Chromatographie an. 
Meines Wissens liegen aber fiir Chelidoniwm-Alkaloide auf diesem Gebiet 
noch keinerlei Angaben in der Literatur vor; es galt also, selbst brauch- 
bare Arbeitsverfahren hierzu zu entwickeln. 


Neue Trennungsverfahren fiir Chelidoniumalkaloide 


Da alle in Frage kommenden Stoffe gut alkoholléslich sind, wurde die Extraktion 
der frischen, nach Waschen und Entfernen der verunreinigten auBeren Rindenteile 
gewogenen Wurzelstiicke durch Zerreiben im Morser mit Quarzsand mit 95% reinem 
Athanol vorgenommen. Der 
tief-braunrote Auszug wurde 
anschlieBend filtriert (,,Roh- 
extrakt*‘‘). 

Zunachst wurde die Auf- 
teilung des Rohauszuges im 
elektrischen Gleichspannungs- 
feld versucht: in der Mitte eines 
30 cm langen, 3 cm _ breiten 
Streifens von Schleicher-Schill- app. 1. Elektropherogramm des Chelidonium-Rohaus- 
Chromatographiepapier 2043b zuges 150 V, 20 Std, Elphor, pH 4,7. 
wurde mittels Pinsels ein Quer- Zeichenerklarung : WL im weifen Licht, UV im Uitra- 

$ violett, ST Start. bl.gb blaB gelb, gr. grau, 
strich aufgetragen und ver- zgb. zitronengelb, or. orange, kar. karmin. 
suchsweise in Pufferlésungen 
verschiedener py-Werte im 
,,Hlphor“‘-Gerat nach GRASSMANN bei 150 V zu trennen versucht. Nach Angaben von 
DeEcKERS u. SCHREIBER, die im Elphor andere Alkaloide aufarbeiteten (1953), wird der 
beste Trenneffekt — je nach Art des Stoffes — bei verschiedenem py- Wert erzielt. In 
unseren Versuchen zwischen pq 2—9 erwiesen sich die maBig sauren Bereiche (etwa 
zwischen 4 und 5) als ziemlich giimstig, doch war bei der verfiigbaren Spannung 
(150 V) nach 20 Std der Laufweg erst 6 cm und die Trennung noch ungeniigend. 
Abb. 1 soll eine Vorstellung davon geben, wie ein solches Hiektropherogramm in 
Acetatpuffer (px = 4,7) im Tageslicht und unter der UV-Analysenlampe aussieht 
(die Farbzonen sind bei gewohnlichem Licht sehr blaB, treten aber im Ultraviolett 
durch Fluorescenz deutlich hervor): 

Alkoholische Rohausziige lassen sich elektrophoretisch besser trennen als 
Extrakte, die mit verdiinnter Essigsiure hergestellt wurden. 


Um rascher und besser zum Ziel zu gelangen, wandte ich mich der 


Papierchromatographie zu. 

Es wird aufsteigend in Standzylindern gearbeitet; 25cm lange Streifen des 
Papieres 2043b gelangen mehrmals unter zwischenzeitlichem Trocknen (Elektrofén) 
mit der Schmalseite in den alkoholischen Rohauszug, bis dieser etwa lcm hoch 
(zur Startlinie) aufgestiegen ist. Durch das wiederholte Tauchen des zwischendurch 
getrockneten Papieres reichern sich die Inhaltsstoffe kapillar an der Startlinie an. 
Nach letztem sorgfaltigen Trocknen wird der Streifen in den Zylinder mit dem ge- 
eigneten Lésungsmittel gebracht. Nach einigen Vorversuchen mit verschiedenen 
Alkoholen (Methanol bis Butanol) und unterschiedlichen Konzentrationen wurde 
zur Chromatographie 80 vol.% igem Athanol der Vorzug gegeben. . 

Nach neuesten Angaben (I. MERCK: ,, Séulenchromatographie. che 9 ala 
graphie“, Darmstadt 1955) soll eine befriedigende papierchromatographische Auf- 


WL b/gb. Gl 


UV ZG. o- kar 
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teilung von Alkaloiden nur in sauren, bzw. alkalischen Solventien méglich sein; 
wir verwendeten daher auch Zusitze von 1% Eisessig, baw. 3% konz. waBriger 
Ammoniaklésung zu 80% Athanol, ohne scharfere Zonen zu erhalten; im Gegenteil, 
die Rf-Werte lagen zum Teil ungiinstiger, worauf wir bei Besprechung der Identi- 
fikation der Wirkstoffe noch zuriickkommen. 

Die aufsteigende Methode ergibt in einigen (3—10) Stunden eine recht 
befriedigende Aufteilung in zwar bei Tageslicht nur bla gefarbte, unter 
der Analysenlampe aber unterschiedlich und prachtig fluorescierende 
Zonen. Die folgende Abbildung (Abb. 2a, b, c) stellt die an alkoholischen 


Chelidon. Sanguin. Hyarast 


N 
AWA 


Abb. 2. Chromatogramme von Rohausziigen auf Schleicher &Schiill Nr. 2043b, aufsteigendjmit 
80% Athanol. Zeichenerklirung: ST Start, F Front, WL weiBes Licht, UV Ultraviolett. 
jbl. farblos, bil. bliulich, bl.rt. blaB rétlich, karm. karmin, or. orange, dgb. dottergelb, ggb. goldgelb, 
rt. rot, gb. gelb, zgb. citronengelb, brrt. braun-rétlich, bl.or. blaB orange, Alb. hellblau. 
Die rém. Zahlen und GroBbuchstaben geben die Zonen an 


Rohausziigen von Chelidonium (a), Sanguinaria canadensis (b) und 
Hydrastis canadensis (c) erzielten Ergebnisse vergleichend gegeniiber : 


Beim Hydrastis-Chromatogramm war die Analyse recht einfach: die 
untere, gelbe und gelb fluorescierende Zone stellt das Berberin dar, die 
obere farblose, im UV hellblau leuchtende Zone das Hydrastin(in). Die 
stark citronengelb fluorescierende Zone des Berberins fehlt im Sangut- 
naria-Chromatogramm, was mit den Literaturangaben gut tiberein- 
stimmt; hier traten die goldgelben bzw. rétlich gefiirbten und fluo- 
rescierenden Zonen hervor, die vermutlich dem Chelerythrin bzw. 
Sanguinarin zuzuordnen sind (genauere Analyse spater!). Bei Cheli- 
donium fanden sich alle diese Komponenten; auch das Berberin als 
langsamst wandernder Stoff tritt deutlich hervor. Berberin in Cheli- 


donium wurde chromatographisch von uns schon 1941 nachgewiesen 
(BuKatsoH 1941). 
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Zunichst lieBen sich tiber die Natur der getrennten Substanzen nur 
Vermutungen aussprechen ; sie gehdren aber offenbar den fluorescierenden 
Alkaloiden an, die gefiirbte Salze bilden kénnen. Vorerst wurde die 
Identifikation direkt am Chromatogramm mit Tipfelreaktionen (konz. 
Ammoniaklésung bzw. Schwefelsiure) versucht, und zwar am Schill- 
krautchromatogramm: 

Zone IT und IIT blaBten beim Betropfen mit Ammoniak zu schwachem 
Gelblich aus; mit Schwefelsiéure ergab sich Farbvertiefung nach Orange. 

Die Zonen IV und V entfarbten 
sich mit Ammoniak vollig, wurden 
aber mit Schwefelsiure blutrot. 

Das Ergebnis 1a8t bei IL und III 
das Vorhandensein von Chelerythrin, 
fiir IV und V das Auftreten von San- 
guinarin vermuten. Der endgiiltige 
Beweis gelang uns aber erst durch 
freundliches Entgegenkommen von 
Herrn Prof. BOume!, der uns aus 
der Sammlung des Marburger phar- 
mazeutisch-chemischen Universi- 
tatsinstitutes Originalpraparate Ga- 
DAMERS von Chelidonin, Chelery- 
thrin und Sanguinarin in kleinen Abb. 3. Chelidoniuwm-Chromatogramm (links), 
Proben vermittelte. Berberin als mitufende Tvs usin: Vanutubod 
freie Base und als Sulfat war im JB Berberin, CHE Chelerythrin, S Sanguinarin 
Handel erhaltlich. 

Zur Identifikation lieBen wir nun neben dem Chelidoniwm-Rohextrakt 
auch noch Proben der erhaltenen Reinstoffe (Berberin als Sulfat, Che- 
lerythrin als Bitartrat, Sanguinarin als selbst gefertigtes Acetat) im 
gleichen Chromatogramm mitlaufen; der Versuch wurde mehrfach 
wiederholt. Das Ergebnis ist in Abb. 3 dargestellt. Bei der Losung des 
kaum wasserléslichen Reinsanguinarins in Essigsiure stellte sich sofort 
eine tief-blutrote Farbung ein, was mit der Siurewirkung in den Tiipfel- 
versuchen gut tibereinstimmt. 

Haufig traten bei den Reinstoffen zwei in einigem Abstand unter- 
einander liegende, gleichfluorescierende Flecke auf, was ich auf eine 
Spaltung des Salzes zum Teil in freie Base zuriickfiihren mochte. Auf- 
fallig war ferner, da die Chelerythrinprobe im UV unter der goldgelb 
leuchtenden Hauptzone einen schwacheren, citronengelb leuchtenden 
Streifen aufwies. Zweifellos handelt es sich hier um kleinste Berberin-Bei- 
mengungen des an sich reinen Chelerythrins — dies spricht fiir die 
~ 1 Dem Direktor des Pharmazeutisch-chem. Universititsinstitutes in Marburg/L., 
Herrn Prof. Dr. H. B6umn, méchte ich hierfiir ergebenst danken. 


286 F. BUKATSCH: 


auBerordentliche Empfindlichkeit der Fluorescenz-Chromatographie. Da 
die einzelnen Zonen oben zwar eine scharfe Begrenzung (,,Kopf‘) mit 
der Hauptmenge des Stoffes aufwiesen, dahinter aber einen allmahlich 
verlaufenden ,,Schwanz‘‘, wurde die oben erwahnte ,,saure’, bzw. ,,alka- 
lische‘‘ Chromatographie erprobt. Abb. 4 stellt zum Vergleich die Ergeb- 
nisse in 80% Athanol, sowie mit Zusiitzen von 1% Eisessig und 3% 
waBrigem Ammoniak gegeniiber. Im ammoniakalischen Solvens waren 
die Flecke sehr bla& (wohl vorwiegend freie Alkaloidbasen), traten 
aber bei Trocknung (Verfliichtigung des NH,) wieder besser hervor. 
Abgesehen davon, dak 
die Trennschiarfe kaum ge- 
wonnen hatte, liefen in > 
der sauren Losung die 
drei Alkaloide praktisch 
gleich rasch. Dieses Gemisch 
schied somit aus. Bei Am- 
moniakzusatz wurde zwi- 
schen dem Berberin, das 
relativ zu den anderen ge- 
bremst wird, und den an- 


Abb. 4. Chelidonium-Chromatogramme mit: @ 80% deren Stoffen zwar row 
Alkohol, b 80% Alkohol + 1% Hisessig, ¢ 80% Alkohol besserer Abstand  erzielt, 


+ 8% Ammon. Zelchenerkung: S7 Start? Front, dafir aber lief das Chelery- 
thrin nun gleich schnell wie 
Sanguinarin, namlich fast mit der Lésungsmittelfront. Ein einigermaBen 
scharferer Absatz des Berberins bei ungestértem Verhalten von Chelery- 
thrin und Sanguinarin ergibt sich in folgendem Gemisch: Athanol 80 Teile, 
Wasser und m/15 Na,HPQ, je 10 Teile. Dies ist meines Erachtens das 
giinstigste Trennmittel fiir die Chelidoniwm-Wirkstoffe. 
Bemerkenswert ist die Erscheinung, daB die Zonenfolge im Elektro- 
pherogramm (vgl. Abb. 1) genau umgekehrt wie im aufsteigenden 
Chromatogramm liegt. Aus dem elektrophoretischen Trennprinzip er- 
gibt sich, daB cet. par. der am stiirksten geladene Stoff im Potential- 
gefalle am schnellsten wandert; dies trafe unter den Schéllkrautalkaloiden 
in unserem Elphor-Versuch fiir das Berberin zu. Neben Verteilungs- 
vorgingen zwischen verschiedenen Phasen sind meines Erachtens bei 
der Papierchromatographie vielfach auch elektrische Bindekrafte an der 
(geladenen) Papierfaser wirksam; die elektronegative Cellulosefaser er- 
fahrt durch den 80°, igen Alkohol keine Ladungsverainderung; die Al- 
kaloide haben (zumindest als Salze) kationische Kigenschaften. Sie werden 
bei starker Eigenladung mehr von der Papierfaser festgehalten; so lieBe 
sich der niedere Rf-Wert des Berberins als Sulfat mit dem rascheren Laufen 
im Elektropherogramm gegeniiber den anderen Komponenten erklaren, 
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Da die Zonen nach riickwarts nicht scharf begrenzt sind, kénnen wir 
nur annahernde Rf-Werte fiir die uns interessierenden Stoffe unter 
unseren Versuchsbedingungen (Schleicher-Schiill-Papier 2043 b, 80 vol- % 
Athanol) angeben; es sind Mittelwerte aus je 5 Bestimmungen und zum 
Vergleich werden in Tab. 1 die Rf-Zahlen bei Essigséiure- (1%) und 
Ammoniakzusatz (3%) mitaufgefiihrt. 


Tabelle 1. Papierchromatographische Charakteristik einiger Chelidonium-Alkaloide 
a a ba ee eg a 


Farbe im Rf-Werte entwickelt in 
Stoff 
Tageslicht | UV 80°/o | + 1g + 3°/o 
Alkohol Hisessig Ammoniak 
Berberin .. . blaBgelb citronengelb 0,30 (0,45) (0,30) 
Chelerythrin . dotterfarben | goldgelb 0,63 (0,45) (0,88) 
Sanguinarin. . rotlich | orangerot 0,74 (0,49) (0,89) 


Die Wirkung der einzelnen Komponenten aus den Rhizomen 
von Chelidonium, Sanguinaria und Hydrastis auf Azotobacter 


Zunachst wurden orientierend im Lochtest Kaltwasser-Wurzelausziige 
gegentber einem Az. chroococcum-Stamm (von Mirabilis jalapa-Wurzel 
abgeztchtet, kurz als ,, Mirabilis‘ bezeichnet) gepriift. Die Dichtsaat er- 
folgte durch Ausstreichen der Bakterienaufschwemmung mittels Spatels 
auf 2%-Mannitagar mit Molybdatzusatz+. Um den Schollkrautextrakt 
zeigte sich nach zwei Tagen eine deutliche Hemmzone von einigen Milli- 
metern Breite; andere Az.-Stéamme waren viel empfindlicher, besonders 


Tabelle 2. Wirkung von Sanguinaria- und Hydrastis-Ausziigen auf Azotobacter 


Hemmzonen in mm 
Art des Extraktes 


bei ATCC 4412 bei BLK 1 


Sanguinaria canadensis . 15 mm, scharf | diffus, nicht meBbar 
Hydrastis canadensis . . vollige Hemmung 10 mm, scharf begrenzt 


der amerikanische Stamm A7'CC 4412, den uns Herr Prof. Dr. A. JANKE, 
Wien, dankenswerterweise tiberlieB. ATCC 4412 erwies sich auch gegen- 
iiber den Kaltwasserausziigen anderer Wurzeln besonders stark hemmbar : 
Nach 2 Tagen Kultur waren bei ihm die Hemmungshdfe viel groBer als 
etwa bei dem Az. vinelandii-Stamm BLK 1 (aus Delft, Holland); dies sei 
in Tab. 2 an der Wirkung von Sanguinaria- und Hydrastis-Ausziigen 
veranschaulicht. 

Im Hydrastis-Wurzelstock sind also bakterienschidigende Stoffe vor- 
handen; da unser Chromatogramm nur zwei Alkaloide erkennen 1aBt, 


1 2° Mannit, je 0,05% MgSO,, CaCO, und KH,PO,, je 0,005% FeSO, und 
Na,Mo0O,. 
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das gelb fluorescierende Berberin und das blau leuchtende’ Hydrastin, 
sei der Einfachheit wegen mit der Wirkungsanalyse der H ydrastis-Stoffe 
begonnen. 

Aus den sorgfaltig durch Trocknen von Alkoholspuren befreiten, nach 
der oben gegebenen Vorschrift hergestellten Chromatogramm (vel. 
Abb. 2c) wurden mit geschirftem Korkbohrer Blattchen mit 1 cm 
Durchmesser ausgestanzt und auf einer mit Spatelausstrich hergestellten 
Az.-Dichtsaat aufgelegt. Jeweils 4 Scheibchen aus der Zone I und II 
kamen, genau tibereinandergelegt und mit destilliertem Wasser bis zur 
Sattigung befeuchtet, zur Wirkung. Tab. 3 zeigt das Ergebnis. Es ist 
nicht nur die viel stiirkere Wirkung auf Stamm 4A7'CC 4412 zu erkennen, 


sondern auch, daf das Berberin wesentlich kraftiger als das Hydrastin — 


hemmt. Beim amerikanischen Az. chroococcum-Stamm ist aber auch eine 
deutliche Schidigung des Bakterienwuchses durch das letztgenannte 
Alkaloid unverkennbar (Tab. 3). 


Tabelle 3. Wirkung der Berberis- und Hydrastis-Alkaloide auf Azotobacter 


Stamm | Hydrastis-Chromatogramm Hemmungshofbreite in mm 


Zone I Berberin / 25 mm, scharf begrenzt 
Zone II Hydrastin(in)* etwa 5 mm, scharf begrenzt 


Az. chrooc. ATCC 4412 


Zonel | Berberin 6 mm, scharf begrenzt 


| 


Az. vinelandii, BLK 1 


Zone IT | Hydrastin(in) | etwa 1mm, angedeutet 


* Hydrastinin ist das blau fluorescierende Oxydationsprodukt von Hydrastin 
(vgl. H. Erprine u. W. Wutr, Kolloid-Z. 125, 99, 1952). 


Ebenfalls mittels Scheibchentest wurden die Zonen A—D des San- 
guinaria-Chromatogramms ausgewertet (vgl. Abb. 2b). Wahrend Stamm 
BLK J nur ein diffus-schwicheres Wachstum (im Vergleich zur Kontrolle) 
aufwies und mehr gelben Farbstoff in das Substrat abschied, was meist 
ein Zeichen ungiinstiger Lebensbedingungen darstellt, waren bei Stamm 
ATCC 4412 scharf begrenzte, gut meBbare Hemmungshéfe feststellbar; 
das Ergebnis nach zweitigiger Kultur findet sich in Tab. 4: 


Tabelle 4. Wirkung der Sanguinaria-Alkaloide auf Azotobacter ATCC 4412 


Sanguinaria-Chromatogramm Hemmungshofbreite in mm 
Zone A vorw. Chelerythrin 13 mm, scharf begrenzt 
Zone B Chelerythrin 12 mm, scharf begrenzt, dunkle Rand- 
zone der Bakterien 
Zone C vorw. Chelerythrin 13 mm, scharf begrenzt 
Zone D Sanguinarin 7mm, scharf begrenzt 


1 Der blau-fluorescierende Stoff ist eigentlich das Oxydationsprodukt Hydrastinin. 


a ars 


tinge 
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Die Ausbildung der Melaninzone am inneren Rand der Kultur, d.h. 
an der Grenze der Hemmzone bei Fraktion B, 1aBt auf einsetzende 
Schwachung der Lebenskraft der Bakterien schlieBen, tritt sie doch 
normalerweise bei Az. chroococcum erst bei alternden Kulturen auf. So- 
mit erweist sich fiir Sanguinaria das Chelerythrin starker schadigend als 
das Sanguinarin. 

Alle Zonen des Chelidonium-Chromatogrammes (vgl. Abb. 2a, La, 
b...V) priiften wir in der oben beschriebenen Art gegeniiber drei Az.- 
Stammen. Zu ATCC 4472 und BLK 1 kam ein Stamm, den wir aus Erde 
in der Nahe einer Schéllkrautwurzel, also aus der ,,weiteren Rhizosphare, ‘‘ 
im Sinne von PosCHENRIEDER isolieren konnten. Zum Formenkreis Az. 
chroococcum gehorig, bildet er Melanin, wichst aber im Vergleich zu den 
anderen Stémmen nicht gut: Stamm ,,Chelid. I‘. Merz (1. c.) gibt an, 
dafS Mikroorganismen der eigenen Rhizosphire bestimmter Pflanzen 
gegen die Wurzelausscheidungen ziemlich widerstandsfahig seien; so muB 
es tiberraschen, dafi sich unser Stamm gegen die Inhaltsstoffe der Schdéll- 
krautwurzel doch als empfindlich erwies, wie aus Tab. 5 hervorgeht: 


Tabelle 5. Wirkung von Chelidoniwm-Alkaloiden auf Azotobacter-Arten 
(Aus jeder Zone des Chelidoniwum-Chromatogrammes je 3 Scheibchen von | cm @ 
aufgelegt, Wirkung nach: a...2, b...5 und c...8 Tagen) 


Breite der Hemmungsh6fe in mm 
Zone Wirkstoff =|  -4roc 4412 BLK 1 Chelid. I 
a i b | - a, be a b e 

la ; 2 1,5 155 diffuses, 10 8 8 
Ib Berberin 8 8 8 schwaches 15 | 15 15 
II ; 15 15 15 3 3 3 
Ir } Chelerythrin 20 | 20 20 Wachstum 8 8 6 
IV ; ve Wet 6 5 5 kaum erkennbares| — | — | — 
Wi } Sanguinarin 2 2 Wachstum 2 2 2 


ATCC 4412 spricht also besonders auf Chelerythrin an, deutliche 
Wirkung zeigt auch das Berberin; schwacher als dieses hemmt San- 
guinarin. Beim Chelidoniwm-Stamm finden wir eine sehr ausgepragte 
Schidigung durch das Berberin, die anderen Alkaloide treten dagegen 
sehr zuriick; Sanguinarin ist hier kaum wirksam. Der BLK I (Az. vine- 
landii-Stamm gab sein allgemein geringeres Wachstum auch durch 
starkere Flavinbildung (Gelbfairbung des Substrates) zu erkennen. 

Merz (I. c.) stellte auch Fernwirkungen von Wurzelabscheidungen im Boden 
fest; wir neigen zur Ansicht, daB sich die Wirkung in einigem Abstand von der 
Wurzel rasch im Boden verliert: sei es durch Adsorption der immerhin recht groB- 
molekularen Stoffe an Bodenkolloiden, sei es durch mikrobieile Zersetzung der 
Wirkstoffe, vielleicht ahnlich, wie Hscherichia coli die Antibiotica von Pendeilliwm 


20 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 24 


290 F. BuKATSCH: 


fermentativ zu zerstéren vermag. Fiir den Fall Chelidonium schreibt Merz (I. c., 
S. 320 unten): ,,... der Zusammenhang zwischen dem Fehlen von Azotobacter an 
der Wurzel und der starken Hemmwirkung dieser Wurzel ist so deutlich, daB auf 
eine direkte Wirkung der hemmenden Wurzelstoffe auBerhalb der Wurzel ge- 
schlossen werden kann.‘ 

Eine naihere Analyse der hier in Betracht kommenden Wirkstofte 
fiihrte aber Merz nicht durch; hier hofft die vorliegende Arbeit eine 
Liicke in unseren Kenntnissen iiber die interessanten Wechselbezie- 
hungen zwischen der héheren Pflanze und ihrer Rhizosphare zu schlieBen. 


Halbquantitative Testung der Wirkung der Schéllkrautalkaloide 
auf Azotobacter 


Die eben beschriebenen Scheibchenteste kranken daran, daf} die wirk- 
samen Mengen weitgehend unbestimmt bleiben; so kann z. B. die starke 
Wirkung eines bestimmten Stoffes gar nicht so sehr spezifisch sein, 
sondern nur auf besonders hohem Gehalt an dieser Substanz beruhen. Die 
bisher beschriebenen Versuche bleiben also mehr oder minder qualitativ. 

Von Berberinsulfat (und dem freien Alkaloid) standen ausreichende 
Mengen zu Konzentrationstesten zur Verfiigung; die von Herrn Prof. 
B6uME freundlicherweise tiberlassenen Originalpraparate von Chele- 
rythrin und Sanguinarin reichten gerade fiir einige quantitative Pri- 
fungen. So konnte die Wirkung auf das Bakterienwachstum aus dem 
Triibungsgrad der Flissigkeitskultur (2°, Mannitlésung mit Zusatz von 
Kaliumphosphat, Magnesiumsulfat und Spuren von Calciumearbonat, 
Kisensulfat und Natriummolybdat), die Stoffwechselaktivitit aus dem 
Kriterium der Stickstoffbindung bestimmt werden. Zur Messung des 
fixierten Luftstickstoffes diente die Halbmikro-Kjeldahlmethode nach 
ParNnas-Waaner. Fiir eine eingehende Untersuchung der Bakterien- 
atmung im Warburg-Apparat reichten die verfiigbaren Substanzmengen 
nicht aus; dies soll spiiter nachgeholt werden. 


Tabelle 6. Wirkung gestufter Berberin(-Sulfat-) Konzentrationen 
(Wachstum: +++ iippig, ++ gut, + deutlich, +— schwach, —+ kaum, 
— fehlend. Die Stickstoffbindungswerte sind in Prozent der Kontrolle angefiihrt) 


Kultur-Zusats | Berpens Berberin-Sulfat 
Wachstum | N,-Bindung Wachstum | N,-Bindung 
Kontrolle ohne . . . . +++ 100 | +++ 100 
1 L000 — — — a 
1: 5000 —+ | etwa | —+ etwa 1 
1 : 10000 -f | 58 + 60 
1 : 20000 | | ++ 63 


Zunichst sei die Wirkung des Berberins und seines Sulfats auf einen 
verhaltnismafig unempfindlichen Stamm (,,Mirabilis‘) beschrieben; die 
Ergebnisse nach einwéchiger Kultur finden sich in Tabelle 6. 
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Auffallend ist der ziemlich plétzliche Sprung in der N,-Bindung 
zwischen den Konzentrationen 1 : 5000 und 1 : 10000: bei letztgenannter 
Konzentration wird von dem genannten Stamm ein erheblicher Stickstoft- 
Gewinn erreicht; dies gilt aber nicht fiir die Stamme ATCO 4412, 
Chelid. I und einem von Hieraciwm abgeziichteten Stamm; diese werden 
pis zu Verdiinnungen | : 20000 in Wachstum und Stickstoffbindung fast 
vollig gehemmt. BLK 1 wurde bis 1 : 10000 durch Berberin stark be- 
eintrachtigt; doch bei 1: 30000 war gutes Wachstum und eine N,- 
Bindung von rund 70% der Kontrolle erreicht. 

Daraus ersehen wir, dal} Berberin fiir die meisten Az.-Staimme ein 
starkes Gift darstellt; die Empfindlichkeit ist bei den einzelnen Rassen 
aber doch recht unterschiedlich. 


Mit Chelerythrin konnte je ein Konzentrationsstufenversuch mit den 
Stammen ATCC 4412 und BLK 1 durchgefiihrt werden. Der Kiirze 
halber ist das Resultat in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle 7. Versuch mit Chelerythrin- Bitartrat 
(Legende wie Tab. 6) 


| ATCC 4412 | BLLK 1 
Kultur -Zusatz ? : ss uf 
| Wachstum | N,-Bindung Wachstum | N,-Bindung 
Kontrolle ohne . Berar 2 | 100 waty Vite eee ali a0 
1 : 10000 — — — = 
1 : 30000 ee etwa 1 +— | 12 


Chelerythrin kommt demnach an Giftigkeit dem Berberin zumindest 
gleich, ja es ist fiir Az. vinelandii (BLK 1) deutlich schadlicher als dieses. 


Zur Frage des Angriffspunktes der Giftstoffe in der Azotobacterzelle 


Uber die Wirkung der Chelidonium-Inhaltsstoffe als Fluorochrome 
fiir Epidermiszellen von Allium cepa bei gestuftem py-Wert berichteten 
wir vor vielen Jahren (BuKATSCH, 1941); deshalb lag es nahe, vital ange- 
farbte Bakterienzellen, d.h. solche, die einige Zeit sehr verdiinnten 
wiBrigen Losungen von Berberinsulfat, Chelerythrinbitartrat und San- 
guinarinacetat ausgesetzt waren. fluorescenzmikroskopisch zu unter- 
suchen. So konnte man hoffen, Einblick in den Angriffspunkt innerhalb 
der Zelle zu gewinnen. Da die tblichen Quecksilberhochdruckbrenner 
bei den hier nétigen sehr starken VergréBerungen (Olimmersion 100 x, 
Komp. Okular 15 x) zu lichtschwach sind, lieBen sich die Untersuchungen 
erst nach Beschaffung einer Quecksilber-Héchstdrucklampe HBO 200 


erfolgversprechend in Angriff nehment. 


i Herrn Prof. Dr. L. Brauner, dem Direktor des Miinchener Botanischen 


Institutes, sei fiir die rasche Beschaffung der nétigen Einrichtung ergebenst vedankt. 
20* 
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Uber fluorescenzmikroskopische Feinstrukturuntersuchungen an Az. 
gibt es meines Wissens bisher nur einige Veroffentlichungen: A. Kriga 
teilte mit, daB sich mit Berberinsulfat bis zu 10 gelbgriin fluorescierende 
Kérnchen in den Zellen von Azotobacter nachweisen lassen, die unter Um- 
stinden als Chondriosomen-Aquivalente angesprochen werden k6nnten. 

Wir konnten in unserer Nachpriifung diesen Befund voll bestatigen. 
Es wurden zwei Methoden angewendet: einmal wurden Tropfen sehr ver- 
diinnter Berberin-, Chelerythrin- und Sanguinarinsalzl6sungen auf Dicht- 
saatplatten alterer Kulturen aufgesetzt und nach einigen Stunden die 
Bakterien im UV-Mikroskop gepriift, zum anderen wurden ganz junge 
Zellen, von 24-stiindiger Schragagarkultur, in die stark verdiinnten 
Lésungen eingebracht, dann abpipettiert, in Wasser aufgeschwemmt und 
untersucht. So konnte die Wirkung auf junge und 4ltere Zellen ver- 
glichen werden; im mikroskopischen Bild ergaben sich jedoch keine 
Unterschiede. Verwendet wurden die Stamme A7'CC 4412 und Chelid. I. 
Wahrend Sanguinarin ziemlich diffuse, blaB kupferrote Anfarbung der 
ganzen Zellen zeigte, ergab sich bei Berberin — und noch deutlicher bei 
dem goldgelb fluorochromierenden Chelerythrin ein prachtiges Bild. 

Die Schleimhiillengrenzen waren durch blasse Anfarbung angedeutet, 
innerhalb derselben fanden sich die Zellen einzeln oder vielfach in Paaren. 
In deren Innerem leuchteten hell 4—6, mitunter auch mehr kleine 
Piinktchen auf. Die Zahl der Teilchen schien unterschiedlich; auch ich 
méchte diese Kérperchen den Chondriosomen gleichsetzen. 

SrruGGER (1949) und FLOTHMANN (1954) fluorochromierten Az.-Zellen mit dem 
synthetischen Farbstoff Acridin-orange und beobachteten ein schwach griin leuch- 
tendes, netzartiges Protoplasma und einige, meist 2—4, oft gepaarte, hell gelbgriin 
erstrahlende Kérnchen unter dem Fluorescenzmikroskop. Beide Forscher sprechen 
die K6rnchen wegen ihrer geringen Zahl und des paarigen Auftretens als ,,Nucleoide‘ 
an; diese diirften mit den von uns beobachteten Kérperchen nicht identisch sein. 

Den Gedanken von P. Exruicu folgend, méchte ich annehmen, dab 
durch die ,,Farbung* d. h. die intensive Speicherung von Berberin und 
Chelerythrin, die sich in der starken Fluorescenz der Teilchen kundgibt, 
die Chondriosomenaquivalente blockiert, d. h., in ihrer Funktion gehemmt 
werden, Da man heute die Chondriosomen vielfach als Fermentbildungs- 
statten, bzw. als Brennpunkte von Stoffumsitzen, anzusprechen geneigt 
ist, wire durch ,,Vergiftung’ dieser Zellorganelle ein Zusammenbruch 
des Stoffwechsels und damit auch der Zellvermehrung verstindlich. 


Die Wirkung der Schéllkrautinhaltsstoffe auf andere Bakterien 


Nach RuscHMANN (1952) ist Az. als empfindlicher Organismus zur 
Testung von Wirkstoffen besonders geeignet ; andererseits schreibt Merz, 
da Hemmstoffe fiir andere Bodenmikroben aus den Wurzeln bestimmter 
Pflanzen gerade bei Azotobacter fordernd wirken! Aus dieser Sachlage 
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heraus war es reizvoll, die Chelidonium-Alkaloide in ihrer Wirkung auch 
auf andere ubiquitiire Bakterien, besonders auf Angehorige der normalen 
Bodenflora, zu untersuchen. Der Einfachheit halber wandten wir eine 
Methode an, fiir die als Bezeichnung ,,Bio-Spektrogramm vielleicht 
zutrafe. Es handelt sich dabei kurz um folgendes: 

Man bestimmt das Volum des aus einer gewogenen (Wurzel-)Proben- 
menge hergestellten Extraktes, so daB man die Frischgewichtsmenge 
je ml Auszug kennt. Nach Einsaugen in das Chromatogrammpapier 


Abb. 5. Bio-Spektrogramme: Wirkung der Chelerythrin- und Sanguinarin-Zone auf zwei 
Bodenbakterien, links: Proteus vulg., rechtS: Bac. mesentericus; nur CHE hemmt, bei Proteus diffus, 
bei Mesentericus aber scharf begrenzt 
wird das Restvolum des Extraktes bestimmt. Durch Division durch die 
Streifenbreite ergeben sich annahernd die Stoffmengen je 1 em Chromato- 
grammbreite. Das fertige, sorgfaltig getrocknete Chromatogramm wird 
nun in 1 em breite, alle Zonen umfassende Liangsstreifen zerlegt und (bei 
groBer Lange gegebenenfalls geteilt) auf Dichtsaatagarplatten des zu 
priifenden Organismus aufgebracht. Nach 2—3 Tagen Kultur im Brut- 
schrank findet man in der Umgebung der Hemmstofforte mehr oder 
minder groBe wuchsfreie Héfe, oder es ist der Aufwuchs auf der ganzen 
Platte diffus vermindert. Auch Uberginge finden sich, wie aus Abb. 5 
hervorgeht, welche eine scharfbegrenzte Hemmzone bei Bac. mesentericus 
und eine mehr verlaufende. bei Proteus vulgaris, hervorgerufen durch 

Chelerythrin, zeigt?. 

In allen nun beschriebenen Versuchen wurden 1 cm breite Streifen ver- 
wendet, welche die Stoffe von 1/,)g¢ Frischgewicht des Chelidonium- 
Rhizoms enthielten; wegen seiner Linge wurde jeder Streifen in 3 Teile 
zerlegt, die auf Dichtsaaten entsprechender Bakterien auf Cenovis- 
Pepton-Agar kurz nach der Beimpfung aufgelegt wurden. Tab. 8 zeigt 

1 Die Aufnahmen wurden von Herrn Ernst Krause am Botanischen Institut 
Miinchen in dankenswerter Weise durchgefiihrt. 
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das Ergebnis nach 2 Tagen bei 28° C, (zum Vergleich bringt Abb. 6 das 
Verhalten von 3 Az.-Staémmen). Gepriift wurden: Bac. subtilis und 
mesentericus, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, 
Mycobacterium phlei, Serratia marcescens, Micrococcus aurantiacus, Sar- 
cina flava, Staphylococcus aureus und Pseudomonas pyocyaned. 


Tabelle 8. Wirkung der einzelnen Zonen des Chelidonium - Chromatogrammes auf 
verschiedene Bakterien* (Dichtsaaten auf Cenovis-Pepton-Agar, 2 Tage bei 28° C) 


Hemmhofbreite 
Testorganismus ea = ae = ——— 7 
Berberin Chelerythrin | Sanguinarin 
Bac. mesentericus . = 5 mm, scharf begrenzt | — 
Bac. subtilis . . . — 2 mm, scharf begrenzt _ 
Escherichia coli. . — 1 mm, deutlich | — 
Micrococcus aurant. | 2,5 mm, scharf 5 mm, scharf begrenzt — 
begrenzt | 
Proteus vulgaris. — etwa 6 mm, diffus | —- 
Sarcina flava. . . os 6,5 mm, scharf begrenzt -- 


* Pseudomonas pyocyanea, Staphylococcus aureus und Mycobacterium phlei 
zeigten allgemeine, diffuse Hemmung; Aerobacter aerogenes und Serratia marcescens 
wurden im Wachstum iiberhaupt nicht beeinfluBt. 


Die 3 Az.-Stimme (ATCC 4412, Chelid. 1 und BLK 1; vgl. Abb. 6, 
1—3) waren empfindlicher als die anderen untersuchten Bakterien: 
die Hemmungen durch Berberin und besonders Chelerythrin sind sehr 
ausgesprochen; Sanguinarin wirkte schwach. Bei BLK J finden wir 
wieder das allgemein geschwachte, diffuse Wachstum. Die tibrigen Bak- 
terien lieBen, sofern sie tiberhaupt reagierten, vor allem die Giftigkeit 
des Chelerythrins erkennen, was mit den iibrigen Befunden dieser Arbeit 
in gutem Einklang steht. Keinerlei Hemmung tiber die Gesamtlinge des 
Chromatogramms zeigten Aerobacter aerogenes, Serratia marcescens; eine 
schwach angedeutete Hemmung (1—2 mm) in der Chelerythrinzone 
allein wiesen Bac. subtilis und Escherichia coli auf. Sarcina flava zeigte 
in der gleichen Zone einen wuchsfreien Hof von etwa 6mm Breite, 
Micrococcus aurantiacus einen solehen von 5mm und in dem Bereich 
des Berberins eine rund 3mm breite Hemmung. Eine deutliche, sehr 
scharf abgegrenzte und auf Chelerythrin beschrankte wachstumsfreie 
Zone finden wir bei Mesentericus, nicht ganz so scharf und auch schon 
in dem Zwischengebiet gegen Berberin zu angedeutet bei Proteus. Pseu- 
domonas pyocyanea und Mycobacterium phlei waren im ganzen Bereich 
und auf der ganzen Platte im Wachstum zuriickgeblieben, die letztge- 
nannte Gattung aber wies nur im Sanguinarinbereich, scharf gegen das 
stark hemmende Chelerythrin abgesetzt, einen deutlichen Bewuchs der 


Platte auf. Diese diffuse Schwiichung teilen die letztgenannten Formen 
mit Az. BLK J, 
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Wir kénnen aus diesen Befunden RuscHMANN beipflichten, der in Az. 
einen empfindlichen Testorganismus sieht; unter den ubrigen, ziemlich 
wahllos herausgegriffenen Formen allgemein verbreiteter nicht patho- 
gener Formen gibt es solche, die Schéllkraut gegeniiber unempfindlich 
sind und solche, bei denen eine Berberin- und meist noch deutlicher und 
haufiger eine ausgesprochene Chelerythrin- Empfindlichkeit besteht. Das 


Abb. 6. Testung der einzelnen Komponenten des Chelidoniwm-Auszuges auf Wachstum verschiedener 
Azotobacter- Arten. Chromatogramm auf 3 Schalen verteilt: B Berberin, Z Zwischenzone, 
CHE Chelerythrin, S.Sanguinarin. 

Organismen: 1 Az. chrooc. (Chelid.), 2. Az. chrooc. (ATCC 4412), 3. Az. vinelandii (BLK 1) 


Sanguinarin ist den meisten Formen gegeniiber recht harmlos. Beachtens- 
wert scheint mit der Befund, daB zwei fakultativ pathogene Formen 
(Pseudomonas pyocyanea und Staphylococcus aureus) durch Chelidonium 
eine ausgepragte Hemmung erleiden; es waren hier sicher recht inter- 
essante Untersuchungen mit Krankheitserregern anzuschliessen. Ks er- 
scheint durchaus denkbar, da die altberiihmte Heilwirkung des Scholl- 
krautes (es wird u. a. von Paracetsus, Hrer.Bock und in anderen mit- 
telalterlichen Schriften als heilkraftig gegen Haut-, Leber- und Gallen- 
leiden, sogar gegen Malaria gepriesen) wenigstens teilweise auf seinen 
Alkaloidgehalt im Sinne einer Bakterienhemmung, nicht bloB als 
Schmerzlinderungsmittel, zuriickgeht. 
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Zusammenfassung der Hauptergebnisse 


1. Es wurden Bakterienhemmstoffe aus den Wurzelstécken von Cheli- 
donium majus, Sanguinaria canadensis und Hydrastis canadensis zu 
fassen versucht. 

2. Nach Entwicklung neuer, papierchromatographischer Trennver- 
fahren, die eingehend beschrieben werden, konnten als wirksame Stoffe 
die Alkaloide Berberin, Chelerythrin und in geringerem Ausmaf auch 
Sanguinarin festgestellt werden. 

3. Diese Stoffe gelangen, wenigstens teilweise, auch aus der unver- 
letzten Wurzel in den Boden und vermégen Azotobacter aus der engeren 
Rhizosphire des Schéllkrautes fernzuhalten. Die einzelnen gepriiften 
Az. chroococcum und vinelandii-Stimme sind allerdings unterschiedlich 
empfindlich. 

4. Konzentrationen iiber 1:10000 schranken bei den meisten 4Az.- 
Formen Zellvermehrung und Stickstoffbindung sehr erheblich ein. Che- 
lerythrin wirkt in der Regel giftiger als Berberin. 

5. Als Angriffspunkt der Hemmstoffe innerhalb der Zelle werden auf 
Grund fluorescenzmikroskopischer Befunde die Chondriosomenaquiva- 
lente angesehen; selektive Speicherung der Alkaloide an diesen Orga- 
nellen diirfte zur Blockierung lebenswichtiger enzymatischer Vorginge 
fiihren. 

6. Andere, ubiquitiér oder im Boden vorkommende Bakterien sind 
zumeist weniger gegen die Schéllkrautinhaltsstoffe als Az. empfindlich; 
doch finden sich in einigen Fallen Hemmungen durch Berberin, noch 
haufiger und ausgesprochener durch Chelerythrin. Dies wird an einer 
einfachen Schnellpriifmethode dargetan. 
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Beobachtungen 
zum nicht-lytischen und lytischen Verhalten 
von Myxobakterien gegeniiber anderen Mikroorganismen* 


Von 
KATHE MEYER-PIETSCHMANN 


Mit 3 Textabbildungen 


(Hingegangen am 10. Februar 1956) 


Aus zahlreichen Arbeiten (VAHLE, Pinoy, JAHN, BEEBE, SINGH, OET- 
KER, NorfN und anderen Forschern) wurde bekannt, daB Myzxobak- 
terien in festen und fliissigen Kulturen sowohl lebende wie abgetdtete 
Bakterien auflésen und nach der meist danach erfolgenden Vermeh- 
rung (oft begleitet von Fruchtkérperbildung) zu urteilen, als Nahrungs- 
quelle verwerten kénnen. Uber die Art der 6kologischen Beziehung 
herrschen verschiedene Meinungen. 


BEEBE vertritt die Ansicht, daB es sich um Parasitismus der Myxobakterien auf 
Eubakterien handelt. Imseneckt und KussuriNa (zit. nach Nor&n) halten die Be- 
ziehung zwischen Myxobakterien und Eubakterien fiir Saprophytismus, wahrend 
KUHLWEIN (1950) sie als Symbiose bezeichnet, bei der Bakterien, Myxomyceten 
und Adhere Pilze als Partner auftreten kénnen. In einer spateren Arbeit (KUHLWEIN 
1955) vermutet er, daB die lytische Aktivitat der Myxobakterien vielleicht nur ein 
,,Notphanomen* in der Monokultur von Myxobakterien mit einem bestimmten 
Futterbakterium darstelle, wahrend sie an den natiirlichen Standorten (Erde, 
Losung) wegen der dort verfiigbaren Stoffwechselprodukte lebender Begleit- 
organismen sicher nicht besonders hervortrete. Nor@N hebt hervor, dai Aufen- 
faktoren, z. B. das px, die gebotenen Nahrstoffe usw. die Produktion der ,,bakterio- 
lytischen“‘ Substanz in Fiitterungsversuchen nach Srinecw beeinflussen kénnten. Sie 
wird auch ohne Gegenwart von Eubakterien gebildet (Oxrorp, NorEN 1953a), ob 
auch in rein synthetischen Nahrmedien ist noch nicht gesichert. Die bakterio- 
lytische Substanz ist in zellfrei gemachter Kulturlésung enthalten, ebenso die anti- 
biotische Substanz. Die bakteriolytische Substanz wirkt nicht antibiotisch, wie 
Norén (1953b) nachwies. Oxrorp konnte bei zwei Staémmen von Myzxococcus 
virescens in dem einen eine Gelatinase, in dem anderen eine antibiotische Substanz 
nachweisen, wahrend Nor&n beide Substanzen in ein und demselben Myxococcus 
virescens- bzw. Chondrococcus coralloides-Stamm fand (1953b). Daf’ Myxobakterien 
antibiotisch wirksam sein kénnen, erwahnt Frxck auf Grund von Beobachtungen 
an Rohkulturen. Das Auffinden der bakteriolytischen Aktivitaét und antibiotischer 
Substanz hat zu der Vorstellung gefiihrt, dab die Myxobakterien lebende Ku- 
bakterien durch das Antibioticum abtéten und sie dann mit Hilfe des proteo- 
lytischen Enzyms auflésen und als Nahrungsquelle verwerten. Abgetotete Futter- 


* Herrn Professor Dr. ALFRED KiHn zum 70. Geburtstag gewidmet. 


298 K. Meyer-PIETSCHMANN: 


bakterien bediirften also nur der Auflésung durch das proteolytische Enzym. In 
Orrkers Fiitterungsversuchen war das Wachstum der Myxobakterien jedoch stets 
besser mit lebenden als mit abgetéteten Eubakterien. 


Unsere Kenntnisse iiber das bakteriolytische Vermégen von Myxo- 
bakterien sind vorwiegend an Fiitterungsversuchen gewonnen (BEEBE, 
Srncu, OrrKer). Meist wurden die Myxobakterien-Fruchtkérper gleich- 
zeitig oder unter Zeitvorgabe fiir die Futterbakterien auf Eubakterien- 
ausstriche auf Nahragar oder Wasseragar gebracht. Oder Eubakterien- 
Suspensionen wurden mit Agar versetzt und autoklaviert. 


Norén (1953a) hat den Vorgang der Lyse photometrisch verfolgt. Zu Auf- 
schwemmungen von Staphylococcus aureus in Aqua dest. gab er die Myxobakterien 
selbst oder eine zellfreie Kulturlésung und maB den Gang der Lyse photometrisch, 
wobei er 3 Phasen feststellte. DaB die Myxobakterien nicht nur Bakterieneiweif 
zu ihrer Ernahrung verwerten, sondern auch Hefen, Algen und niedere Pilze (einen 
Phycomyceten) angreifen kénnen, ist von ObTKER nachgewiesen worden; fiir die 
Algen von Flechten (Nor&N nach vorlaufigen Versuchen) und von KONONENKO 
(zit. nach Nor&N 1953 a) fiir Pilze ist gezeigt worden, daB sie durch Myxobakterien 
ebenfalls verwertet werden kénnen. Es ist also richtiger, mit OETKER von proteo- 
lytischen Enzymen zu sprechen statt von bakteriolytischer Substanz. OETKER wies 
auch darauf hin, daB die lytischen Erscheinungen in den Fiitterungsversuchen in 
Parallelen verschieden ausfallen konnen. Den Eindruck von der quantitativen Ver- 
schiedenheit hat man auch bei Betrachtung der Abbildungen in den Arbeiten 
anderer Autoren. Wahrend in manchen Fallen der Ausstrich der Futterbakterien 
von den Myxobakterien ganz aufgezehrt wird (OnTKER Abb. 9), wird er in anderen 
Fallen nur teilweise zum Verschwinden gebracht, und oft wachst der Myxo- 
bakterienschwarm weit iiber die Futterquelle auf den Agar hinaus. Dies zeigen 
Abb. 1, 2, 7 und 8 von OnrkeER und Abb. 1, 2 und 4 von Brrse. Das gleiche Ver- 
halten kann man beobachten, wenn man einen Fruchtkérper von Myxobakterien, 
mit dem ja meist einige Begleitorganismen von der Losung her mit iibertragen 
werden (z. B. Bakterien, Pilze, Actinomyceten, Amében) in die Mitte einer Losungs- 
dekoktplatte bringt, ein Verfahren, das meist eben durch das expansive Wachstum 
zur Reinigung der Myxobakterien, zumindest der Myxokokken (z. B. Brrse) fiihrt. 
Andererseits kénnen Myxobakterien von schneller wachsenden Begleitorganismen 
itberwuchert werden (BEEBE) oder mit ihnen zusammen weiterwachsen, ohne Lyse- 
Erscheinungen zu zeigen, wie es z. B. Ki HLWETN (1955) schildert. 

Bei Verwendung von KEubakterien-Suspensionen offenbart sich die Lyse durch 
eine Aufhellung des Naihrbodens unter dem Myxobakterienschwarm (,,window* 
Berse, Abb. 17 und 18). Kitunwern (1955) empfiehlt die Benutzung von Kiesel- 
siuregel mit Futterbakterien fiir die Beobachtung der Lyse als besonders geeignet 
wegen der Entstehung sehr klarer Lysiszonen. 

Ebenso wie das Verhalten der Myxobakterien gegen Eubakterien ver- 
schieden ist, variiert es offenbar auch gegen andere Begleitorganismen, 
z. B. Amében und Pilze. 


In einem Fiitterungsversuch Chondromyces crocatus mit Dictyostelium mucoroides 
beobachtete KUHLWEIN (1950) die Fruchtkérperbildung des Myxobakteriums seit- 
lich in halber H6he am Fruchtkérperstiel des Myxomyceten. KitHLwetn wertet 
diesen Befund als eindeutigen Beweis fiir die symbiontische Lebensweise von 
Chondromyces crocatus. Es ist aber an den Fruchtkérperbildungen auf Losung, die 
man in einer feuchten Kammer aufgestellt hat, oder auch auf infizierten Rohkultur- 
Petrischalen zu beobachten, daB die Myxobakterien ihre Fruchtkérper mit Vorliebe 
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an erhdhten Stellen anlegen, z. B. auf den Perithecien von Ascobolus und Chae- 
tobolus (MEYER-PInTSCHMANN 1951b), auf herausragenden festen Gras- oder Holz- 
partikelchen auf Wildlosung. Jann beschreibt die Fruchtkérperbildung von Chon- 
dromyces crocatus auf Maiskérnern, die trotz Abkochen in Garung iibergegangen 
und von Schleim iiberzogen waren. Der Myxobakterienschwarm ging auf diese 
Kérner iiber und bildete dort besonders groBe Fruchtkorper. Auf Petrischalen 
findet man Fruchtkérper auf Fremdkolonien oder am Rande, wo sich Kolonie und 
Schwarm beriihren und eine Art Wulst bilden, oder auf Luftblasen, die den Agar 
etwas vorwolben. Der SchluB auf eine Symbiose erscheint daher nicht gerecht- 
fertigt. Es ist recht zweifelhaft, ob dieses Heraufklettern der vegetativen Formen 
auf erhohte Punkte unter Umwandlung in Mikrocysten und Fruchtkérperbildung 
mit Lyse oder Ernaihrung (JaHn) etwas zu tun hat. Norn (1953a) wies iibrigens 
mit Aufschwemmungen nach, da8 die von ihm untersuchten Mikrocysten nicht zu 
Lyse befahigt waren, im Gegensatz zu den zugehorigen vegetativen Formen. 

KUHLWEIN (1955) hat ein Bild von einer Rohkultur von Chondromyces apiculatus 
auf Wildkaninchenmistagar gegeben und mit der Erlauterung versehen ,,Schwarm- 
front von Chondromyces apiculatus Thaxter(?) auf Wildkaninchenmistagar. Zahl- 
reiche encystierte Amdében vor, auf und hinter dem Chondromyces-Schwarm‘. Hier 
gedeihen die vegetativen Staibchen von Chondromyces crocatus in Gegenwart en- 
cystierter Amében. Sie waren nach langerem Verweilen in der Gemeinschaft mit 
den Myxobakterien lebensfahig geblieben, denn sie schliipften auf neuem Nahr- 
boden aus ihren Cysten. Daf Amében nicht durch Myxobakterien geschadigt 
wurden, beobachtete auch Stneu. Die Beziehung zwischen Amében und Myxo- 
bakterien kann sich aber auch anders gestalten. 


Im folgenden wird ein solcher Befund geschildert, der bei einer Roh- 
kultur von Myxococcus rubescens erhoben wurde. Von Rotwildlosung war 
ein Fruchtk6érper in die Mitte einer Agarplatte mit Losungsdekokt ge- 
setzt. Die Myxobakterien bewegten sich von der Plattenmitte aus nach 
allen Seiten im typischen kreisrunden Wachstum (im Bildausschnitt 
(Abb. 1) von links nach rechts). Es folgt ihnen eine Front von Amében, 
die schon fast den vordersten Wachstumsrand erreicht haben, wahrend 
an einer anderen Stelle noch mehr Bakterienwanderziige des Schwarms 
rechts von den Amoben zu sehen sind. Zwischen den Amében und links 
hinter ihnen sind keine Myxobakterien mehr zu erkennen; sie haben den 
Amében als Futter gedient. Hier gedeihen die Amében auf Kosten der 
Myxobakterien; in dem von Kiutwern geschilderten Fall sind die 
Amében in Gegenwart der Myxobakterien encystiert, vor und hinter dem 
Chondromyces-Wall. KitHiwEtn schreibt dazu (1955, S. 302): ,,Die starke 
Vermehrung der Amében unter dem EinfluB der yxobakterien deutet 
auf sehr enge stoffwechselphysiologische Beziehungen. Diese sind sicher 
nutritiver Art, doch scheint andererseits auch ein Prinzip vorzuliegen, 
das die Amében unter dem EinfluB der Myxobakterien zu erhdhter En- 
eystierung veranlaBt.“* In Rohkulturen wurden wiederholt einzelne 
Amében zwischen Myxobakterien und Begleitorganismen beobachtet, 
aber ein solch geschlossener Angriff der Amoben auf den schon weit vor- 
gedrungenen sauberen Myxobakterienschwarm wurde nur im vorliegen- 


den Fall beobachtet, 
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DaB sich die Beziehungen zwischen Amében und ihren Futterbak- 
terien (z. B. Vahlkampfia tachypodia Glaser und Escherichia coli) um- 
kehren kénnen, wurde vor Jahren bei dem Versuch, Vahlkampfia mit 
E. coli bei 25—32° C anstatt bei Zimmertemperatur zu ziichten, fest- 
gestellt. Wahrend bei Zimmertemperatur die Colibakterien durch die 
wachsende Amobenkultur als Futter verwendet wurden, iiberwucherten 
und schidigten die Colibakterien die Amében bei den héheren, dem 


Abb. 1. 
Rohkultur von Mywxococcus rubescens. Kine 
Front von Am6ben verfolgt den wachsen- 
den Myxokokkenschwarm von links nach 
rechts. In a die fiuBerste Grenze des 
Schwarmes fast erreicht; in 6 Amdben 
rechtsinengem Kontakt mitdem Schwarm: 
zwischen und links von den Amében ist der 
Myxobakterienschwarm verschwunden. 
AbbildungsmaBstab 160 : 1 


Bakterienwachstum giinstigeren Temperaturen (PrETSCHMANN 1929). Mit 
B. megaterium gelang die Ziichtung bei der héheren Temperatur ohne 
Schadigung der Amdben. 

Die Vertilgung der Myxobakterien durch die Amébe geschieht wohl, 
wie immer, durch die Aufnahme mittels Pseudopodien. Die Amében- 
front ist in unmittelbarem Kontakt mit dem Myxobakterienschwarm. 

Weiterhin sollen einige Mikrophotogramme den Angriff von Myxo- 
bakterien auf kleine Eubakterienkolonien zeigen. Es handelt sich hierbei 
nicht um Fiitterungsversuche, sondern um Zufallsbefunde. Mit dem Mikro- 
manipulator waren Einzell-Kulturen von Mikrocysten von Chondrococcus 
(Mysxococcus) coralloides auf Faulagar mit Losungsdekokt hergestellt 
worden. Das Wachstum einer Kinzell-Kultur erfolgt sehr langsam (etwa 
eine Zellteilung innerhalb 24 Std unter den gewiihlten Bedingungen), und 
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da ein solcher Hangetropfen erst in etwa 2—4 Wochen von der sich ent- 
wickelnden Kultur tiberwandert wird, ist die Gefahr einer nachtraglichen 
Infektion, z. B. auf dem Wege tiber Kondenswasserbriicken, die sich vom 
Umrandungswasser her bilden kénnen, sehr groB. Bei dem vorliegenden 
Praparat, das beim Photographieren 14 Tage alt war, war eine Infek- 
tion des Agartropfens in der Randzone durch ein winziges Bakterium, 
das nicht naher bestimmt wurde, wohl aber zur Fluorescens-Gruppe 
gehoren kénnte, aufgetreten. Bald wurden die Kolonien, die erst eine 
deutliche runde Begrenzungslinie zeigten, von den von der Tropfenmitte 
zum Tropfenrande wandernden Myxobakterien aufgefunden und an- 
gegriffen, so da’ der Rand aufgelockert und ausgefranst erschien. Inner- 
halb von 15—20 min war die Auflockerung bereits bis etwa zur Mitte der 
Kolonie fortgeschritten und eine weitere Anzahl von Myxobakterien zu- 
gewandert. Leider sind die beiden Hellfeldaufnahmen fiir die Wiedergabe 
im Druck nicht geeignet; die eingedrungenen Myxobakterien sind ohne 
Lupe infolge Kontrastmangels nicht deutlich genug zu erkennen, und 
die Kondenswassertropfen im Hohlschliffobjekttrager beeintrachtigten 
das Bild im Ganzen stark gegeniiber der visuellen Beobachtung. Es 
fanden sich in dem gleichen Praparat am Tropfenrande noch mehrere 
angegriffene Eubakterienkolonien. Sie weisen helle, meist etwas gebogene 
Gange auf, die die Myxobakterien meist von einer Seite, gelegentlich 
auch von zwei gegeniiberliegenden Seiten her wie ,,FraBspuren‘’ beim 
Eindringen und Durchwandern hinterlassen haben. 


Die Myxobakterien auBerhalb des Bereichs der Kolonie scheinen nicht so ziel- 
strebig, wie sie es bei Luftblasen im Agar tun konnen (Mryer-PrarscHMann 1951 )), 
auf die Eubakterien wie auf einen K6éder, zuzukriechen. Andererseits wird 
von OETKER berichtet, daB ihr die Gewinnung von Myzxococcus fulvus und virescens 
aus Bodenkriimeln auf Platten mit nahrstofffreiem Agar, auf dem Futterbakterien 
als Kéder“ ausgestrichen waren, gelang. Im iibrigen wandern aber die Myxo- 
bakterien sowohl in Rohkultur von den Begleitorganismen, als auch in Fiitterungs- 
versuchen vom Impfstrich mit dem starken Eubakterienwachstum fort. Das ge- 
schieht nicht nur auf Losungsdekokt- oder Kartoffeldekoktagar, der ihnen ja allein 
genug Niahrstoffe bietet, sondern auch auf reinem Wasseragar, welcher bekanntlich 
einigen Myxobakterien allerdings auch schon ein schwaches Wachstum erméglicht. 
Wahrscheinlich machen sie abgelagerte Reservestotte von der Nahrungsquelle zeit- 
weilig unabhangig. Die Ausbreitung von der Impfstelle aus, von der Platten- oder 
Tropfenmitte oder von dem Bodenkriimel aus entspricht einer bestimmten Tendenz. 
Dies kann nicht wie bei Eubakterien mit einem ,,Wachstumsdruck*‘, der sich in- 
folge fortgesetzter Teilungen entwickelt, erklart werden; es ist eher dem Aus- 
schwirmen begeiBelter Bakterien zu vergleichen, wenn dieses auch nicht ein so 
gleichmaBiger Vorgang ist, wie die Myxobakterien-Bewegung iiber das Substrat, 
bei der eine Zellvermehrung stattfindet. 

Abb. 2a—c zeigt den Beginn und das allmahliche Fortschreiten des Kin- 
dringens der Myxobakterien in andere Eubakterienkolonien des gleichen 
Hangetropfenpraparates wie oben. Die Aufnahmen wurden 2 Tage spaiter 
im Phasenkontrast gemacht, nachdem der Kondenswasserbeschlag im 
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Hohlschliff des Objekttrigers entfernt und der Hohlschliff zur Verhitung 
erneuten Beschlagens mit einem Stift ganz diinn eingerieben war, wie er 
in der kalten Jahreszeit bei Brillenglisern verwendet wird. In Abb. 2a 
sind erst etwa 6—7 Myxobakterien in die Kolonie eingedrungen, oben 
links sind 2 Individuen bis an die erste dickere Zone vorgeschritten. Der 
schmale helle Gang deutet auf ein nacheinander erfolgtes Einwandern. 
Schrag links davon liegen noch ganz am Rande der Kolonie 2 Bakterien. 

Von unten her ist in die Kolonie eine 

helle Bucht vorgetrieben, die bis zur 
rm 5 Mitte der mittleren abgesetzten Zone 
der Kolonie reicht und an deren in- 
nerem Ende 2 Bakterien nebenein- 
ander liegen, wahrend am Eingang der 


Abb. 2. Phasenkontrastaufhahmen von HWubakterienkolonien, die als Randverunreinigung eines 

Agarhiingetropfens mit einer Kinzeil-Kultur von Chondrococcus (Myxococeus) coralloides auftraten. 

Die Myxobakterien dunkel gegeniiber den helleren kleinen Eubakterien. a Beginnendes Eindringen 

der Myxobakterien in die Kolonie. AbbildungsmaBstab 480: 1. — 6 Stiirker angegriffene Kolonie. 

Verhiltnismibig wenige Bakterien haben eine deutliche lytiseche Wirkung hervorgebracht. Abbil- 

dungsmafistab 460 :1. — e Kolonie in zunehmender Auflésung. Unschirfe infolge zunehmender 
Tropfendicke nach der oberen Bildhilfte zu. AbbildungsmaBstab 480 : 1 


Bucht links ein groBes Myxobakterium im Begriff ist, einzudringen. 
Im Phasenkontrast heben sich die Myxobakterien durch ihr fast schwarzes 
Aussehen und ihre GréBe deutlich von den winzigen Eubakterien in der 
Kolonie ab; diese erscheinen nur in den dicksten Koloniebereichen an- 
nihernd so dunkel wie die unscharfen helleren Myxobakterien. 

Kine Kolonie anscheinend des gleichen Eubakteriums zeigt Abb. 2b. 
Sie ist schon mehr von den Myxobakterien durchwandert und dabei an- 
gegriffen. Etwa ein Dutzend Myxobakterien sind im Innern und am 
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Rande der Kolonie durch ihren dunklen Phasenkontrast kenntlich. An 
diesem Bilde wird deutlich, daB die hellen Gange, die durch die Kolonie 
fiihren, nicht allein durch das Durchkriechen der Myxobakterien 
entstanden sein kénnen. Wenn das der Fall wire, miiBten die Eu- 
bakterien an den Seiten der Kaniile aufgehiiuft sein oder der Gang hinter 
dem Myxobakterium miiBte sich wieder geschlossen haben. Die Eubak- 
terienmasse wird auch nicht vor den Myxobakterien hergeschoben; die 
Gange sind also nur als Folge der Auflésung der Eubakterien durch die 
durchwandernden Myxo- 
bakterien in deren unmittel- 
barer Nachbarschaft zu deu- 
ten. Abb. 2c zeigt eine 
Kolonie im gleichen Pra- 
parat, die schon in starker 
Auflosung begriffen ist. Die 
Unscharfe der oberen Bild- 
halfte erklart sich mit der 
zunehmenden Agartropfen- 
dicke in dieser Richtung. 
Im mittelsten Teil der 
Kolonie sind die Aufhel- 


lungen nicht als Gange, as 
4 hell Fleck Abb. 3. Gefaltelte Randpartie eines 4 Wochen alten Agar- 
sonaern elle ecKke ZU  hiingetropfens mit einer Hinzellkultur von Myzxococeus 


sehen. Zu beachten ist die rubescens. In der Nahe der bereits vernichteten Eu- 
bakterienkolonie kriechen die Myxobakterien um die Agar- 


verschiedene Grobe der My- filtchen herum zum Tropfenrand (am unteren Bildrand). 
xobakterien, eine Folge er nen FAien datos einen (Sram 
folgter und bevorstehender 

Teilungen. AuSerdem ist hervorzuheben, dafi die von der Kolonie zum 
Tropfenrande weiterwandernden Myxobakterien keine Eubakterienzellen 
mitgeschleppt, auch nicht den unteren Kolonierand deformiert haben, 
was zu erwarten ware, wenn die Myxobakterien Schleim bildeten. 

Bei der Beobachtung solcher Kolonien wie in Abb. 2a—c gewinnt man 
den Eindruck, daB die Myxobakterien, die sich von der Stelle, wo die 
Mikrocyste aufgebracht wurde, unter steter Vermehrung auf der Wande- 
rung zum Tropfenrande befinden, wohl diese durch die zufallige Infektion 
gebotene zusitzliche Nahrungsquelle sozusagen mitnehmen, sich aber 
nicht lange dabei aufhalten, sondern weiterwandern. Aber durch nach- 
folgende Individuen (im oberen Bildteil bereits im Anmarsch!) wird die 
angegriffene Kolonie vollends zerstort. 

Abnliche Beobachtungen konnten, wie hier fiir Myxococeus coralloides 
beschrieben wurde, auch bei der Einwirkung von Myaococcus rubescens 
auf eine Bakterienkolonie mit nicht so terrassenformigem Wachstum 
und glatterem Rand beobachtet werden. Diese Kolonie fand sich etwa 
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3 Wochen nach der Isolierung der Mikrocyste von M. rubescens. Die 
Myxokokken krochen in tangentialer Richtung an die Kolonie heran. 
Am folgenden Tage war sie bereits von Gingen durchzogen; sie erschien 
aufgelockert, in der Mitte beobachtete man Ziige von Myxobakterien. 
Eubakterienzellen waren nicht mehr oder stellenweise nur eben noch zu 
erkennen. Am folgenden Tage war von der Kolonie nichts mehr mit 
Sicherheit auszumachen. Die Myxokokken hatten sich lebhaft vermehrt 
und wanderten dem Tropfenrande zu. Abb. 3 zeigt die am gefaltelten 
Rand angekommenen Myxokokken. Sie umkriechen die Agarfaltchen; 
der iuBerste Tropfenrand befindet sich nahe dem unteren Bildrande. 
Eine Verschleppung der Eubakterien ist nicht erfolgt; die Kolonie wurde 
vielmehr restlos vernichtet. Diese Beobachtungen an Myxococcus rubes- 
cens lassen sich ebensowenig wie diejenigen an Chondrococcus (My.xo- 
coccus) coralloides mit einer Bildung von Schleim, der die zahlreichen 
Zellen zusammenhielte und zu ihrer Bewegung notwendig ware, verein- 
baren. 

Vereinzelt fanden sich als Randverunreinigungen des Coralloides- 
Hangetropfens auch Hefekolonien, die von den Myxobakterien offenbar 
nicht angegriffen wurden. In OETKERS Fiitterungsversuchen war das 
Verhalten der Myxobakterien gegentiber Hefen verschieden. OETKER 
hat ihrer Arbeit mikroskopische Bilder von der lytischen Wirkung von 
Myxobakterien auf Hefen und Algen beigegeben. 


Zusammenfassung 


In einer Rohkultur von Myzxococcus rubescens wurde der sich aus- 
breitende Schwarm von einerAm6benfront verfolgt und dabeivernichtet. 

An Phasenkontrastaufnahmen wird der Angriff von Myxobakterien — 
Kinzell-Kulturen von Chondrococcus (Myxococus) coralloides und M yxo- 
coccus rubescens auf Agarhingetropfen — auf zufallig als Randverun- 
reinigung aufgetretene Eubakterienkolonien gezeigt. 

Die Beobachtungen sprechen gegen eine Schleimbildung der Myxo- 
bakterienzellen. 
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The Carotenoids of Photosynthetic Bacteria 


I. The nature of the carotenoid pigments in a halophilic photosynthetic 
sulphur bacterium (Chromatium spp.) 


By 
T. W. GOODWIN and D. G. LAND 


With 1 figure in the text 
(Hingegangen am 12. Mérz 1956) 


Very little work has been carried out on the carotenoid pigments of 
pure cultures of the members of the Thiorhodaceae. Lnvy, TEISSIER and 
WormseEr (1925) found «-bacteriopurpurin in Chromatium okenii; this 
pigment is identical with bacterioerythrin « (ARcHICHOVSKH, 1904), 
spirilloxanthin (van Niex and Smiru, 1935) and rhodoviolascin (KARRER 
and SoumssEN, 1935, 1936; spirilloxanthin is the name used in this 
paper). Ina mass culture of Thiocystis spp. KARRER and SoLMSSEN (1936) 
found, in addition to spirilloxanthin, rhodopin and rhodopurpurene; later 
KARRER and JUCKER (1950) state that rhodovibrin and «- and B-carotenes 
and flavorhodene are also present. As will be shown in this paper, 
rhodopin [= bacterioerythrin-6 (BupDER,1919)] is almost certainly 
lycoxanthin; evidence also exists that rhodopurpurene is identical with 
lycopene, but in this case it is less direct. The one objection which can be 
levelled at the work of Karrer and SoimssEn is that the mass cultures 
used “must have contained various representatives of the Thio- and 
Athiorhodaceae’’ (vAN NIEL, 1944). 

The present work represents the first recent investigation into the 
pigments of a pure culture of a purple sulphur bacterium. 


Experimental 


Cultures. The Chromatium sp. used was that kindly provided by Mr. K. R. 
Burin (Chemical Research Laboratories, D.S.I.R., Teddington, Middlesex) and 
isolated from a Cyrenaican sulphur producing lake at Ain-ez-Zauia. Phycomyces 
blakesleeanus and Rhodospirillum rubrum required for reference carotenoids were 
the strains used in previous investigations in this Department (Goopwin, 1952; 
Goopwin and Osman, 1953, 1954). 

Media. The medium used for the Chromatium sp. is that recommended by 
Burin (private communication). The basic salt medium, sterilized by autoclaving 
(15 Ib./sq. in. 30 min.) contained (per 93 ml.), KH,PO,, 0.1 g.; NH,Cl, 0.1 g.; MgCl, - 
6 H,0, 0.05 g.; CaCl,, 0.01 g.; NaCl, 2.5 g.; Fe? (as FeCl;, 6 HO), 50 ug.; Bias H;BO,), 
10 ug.; Zn (as ZnSO, - 7 H,0), 10 ug.; Co [as Co(NO,).°6 H;0], 5.0ug.; Cu (as CuSO, - 
5 H,0), 0.5 ug.; Mn (as MnCl, - 4 H,0), 0.5 wg. (The micro constituents were added 
from a concentrated stock solution). The following were then added immediately 
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before use to make the final volume 100 ml.: 1 ml. 10% (w/v) Na,S-9 H,O; 4 ml. 
5% (w/v) NaHCO,; 1 ml. 10% (w/v) Na,S8,03. The NaHCO, solution was steri- 
lized by filtration, the others by autoclaving. If necessary, the pH of the medium 
was finally adjusted to 8.5. 

The media used for Rsp. rubrum and P. blakesleeanus were those previously 
described by Goopwin and Osman (1953) and Garton, GoopwIn and Lisinsky 
(1951) respectively. 

‘“Diphenylamine media” were made up using an aqueous solution of diphenyl- 
amine (1:70.000) instead of water as the solvent (GooDWwIy, 1952). 


Cultural conditions. The Chromatium sp. and Rsp. rubrum were cultured at 
30° in a glass incubator (GARTON et al., 1951) illuminated on two sides by 4x 60 W 
Tungsten filament lamps (Goopwry and Osman, 1953). Ph. blakesleeanus was cult- 
ured at 25° in a similar incubator but without artificial illumination. 


Source of authentic lycoxanthin. Lycoxanthin was obtained from the 
pigment extract of the berries of Solanum dulcamara (ZECHMEISTER and CHOLNOEKY, 
1936) gathered in Wirral, Cheshire during August 1955. 


Extraction of pigments. The pigments were extracted from Ph. blakesleeanus 
and Rsp. rubrum by the methods of Goopwin (1952) and Goopwin and OsMAN 
(1953), respectively. This latter method was also applied to the extraction of 
Chromatium sp. with the slight modification that the bacterial mass after grinding 
under methanol was allowed to stand in the solvent for 14,—1 hr. before centrifuging ; 
this step was repeated once. With Rsp. rubrum, one methanol extraction is sufficient 
and the cells are centrifuged immediately after grinding with methanol. The pig- 
ments were extracted from S. dulcamara using the method of Goopwin (1956a). 


Chromatography of pigment extracts. The pigments were separated and 
purified by chromatography on activated alumina (Grade ‘“‘O”’; Peter Spence and 
Co. Widnes), alumina deactivated with methanol (GooDwIN and SrisvuKH, 1950), or 
an appropriate mixture of the two. The method of separation has been described 
previously (Goopwin, 1952). Chromatography of lycoxanthin on Ca(OH),/Celite 
(3:1) and on MgO/Celite (2:1) columns was carried out as described by Haxo (1949) 
and by Starr and SAPERSTEIN (1953), respectively. 


Isomerization of pigments. This was carried out with iodine using the 
method of ZncHMBISTER (1944), 


Table 1. The Bye values of the polyenes present in Chromatium spp. 
(Used in calculating the relative amounts present) 


Pigment rics, Reference 

BRAS 2 eel sto... Seton eee ose 2500 == 

Lycopeneict smell tte 3460 ZECHMEISTER (1944) 

Spuulloxan thine w.menmna tee meen ‘ 2350 PoutedR, vAN Niet and 
ZECHMEISTER (1944) 

Lycoxanthin? (3-hydroxylycopene) . . . 3460 — 

Hydroxy-P 4811 (?) (Rhodovibrin) . . . 2500 -- 

Demethylated spirilloxanthin?. . .. . 2350 — 

(?) Lycophyll? (3,3’-dihydroxylycopene) 3460 — 


1 True value unknown; assumed to be that of B-carotene. 
* The values for these pigments are assumed to be the same as for the parent 
compounds, 
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Preparation of methoxylycopene. Lycoxanthin (1.5 mg.) was methylated 
according to the method of Karrer and TaKanasut (1933); yield, 0.2 mg. (me- 
thoxyl, found 5.0% approx., monomethyoxylycopene requires 5.35%; this was one 
semi-quantitative determination to confirm presence of methoxyl). 

Quantitative experiments. The relative distribution of the constituent 
carotenoids in Chromatiwm sp. was determined by dissolving each pigment fraction 
in a known volume of light petroleum (light petroleum, b. p. 40—60° was used 


throughout this investigation) and measuring the E(Amax.); knowing ee for the 


1°%o 


lcm, Values 


pure pigments, the amounts present then could be calculated. The E 
used are given in Table 1. 
Dry wt. determinations. These were carried out on Ohromatium sp. in a 
similar way to that described for Phycomyces blakesleeanus (GARTON et. al., 1951). 
Spectroscopic measurements. These were carried out using a Unicam SP 500 
or 600 instrument. Readings were made at intervals of 5 mu., except in the regions 
of maximal and minimal absorption, when the interval was reduced to 1 mp. 


Results and Discussion 
A typical chromatographic separation of Chromatiuwm carotenoids is 
given in Table 2. Each fraction was rechromatographed until homo- 
geneous and then examined in detail. Fraction 2 is almost certainly 
lycopene; its absorption spectrum in a number of solvents is identical 


Table 2. Chromatographic separation of carotenoids of a Chromatium sp. 
(Adsorbent deactivated alumina; developer light petroleum containing varying 
amounts of ethyl ether; zones in order of increasing adsorptive power) 


Absorption Conen. (%, v/v) 
Zone Description spectrum of ether required Provisional Identification 
Ro. maxima (my.) in for elution 
light petroleum 
1 | Yellow-orange | 439, 465, 495 2 (?) cis-lycopene 
2 | Orange 443, 469, 501 2 Lycopene 
3 | Orange-pink 454, 481, 514 12—15 New pigment (P 481) 
4 | Purple 463, 492, 525 25 Spirilloxanthin 
5 | Orange 443, 469, 500 25—30 Lycoxanthin (Rhodopin) 
6 | Pink 455, 480, 512 40 hydroxy-P 481 
(? rhodovibrin) 
7 | Pink-purple 463, 491, 525 75 Demethylated 
spirilloxanthin 
8 | Orange-yellow!| 441, 467, 497 100 (?) Lycophyll 


1The zone is more easily eluted with light petroleum containing 2% (v/v) 
acetone. 


with that of lycopene; it cannot be separated chromatographically from 
an authentic sample isolated from tomatoes. It is easily separable from 
methoxylycopene, which has the same absorption spectrum but which is 
more strongly adsorbed on alumina. On treatment with I,, its absorption 
spectrum changes to that of the equilibrium mixture of cis-trans isomers 


obtained when authentic lycopene is I,-isomerized (ZECHMEISTER, 1944). 
21* 
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The pigment rhodopurpurene, which Karrer and SotmssEn (1936) 
obtained in traces from their Thiocystis cultures, “showed great simi- 
larity with lycopene” (Karrer and JucKeEr, 1950). Our experiments 
with the very closely related Chromatium spp., would tend to confirm the 
identification of lycopene with rhodopurpurene. 

Fraction 1, which occurs only in traces, is probably mainly a cis isomer 
of lycopene, for it has an absorption spectrum with slightly lower 
absorption maxima and 
with reduced definition; 
it may also contain minute 
amounts of neurosporene. 

Fraction 3 is a new pig- . 
ment not described by 
KarRER and SOLMSSEN 
(1936) but may be the 
pigment mentioned briefly 
by van Nrevt and Sire 
(1936) as occuring in the 
Q mother liquor of an extract 
350 400 450 500 550 mp 600 

Wellenlange of Rsp. rubrum after re- 

moving spirilloxanthin. It 

solvents. 1 Light petroleum a before isomerization has been found recently in 
b after isomerization —-—— —-;],2 Benzene — -— -— ; 

8 Carbon disulphide —--—-- rao Rsp. rubrum and a num- 

ber of other Athiorhodaceae 

(Goopwin and Stssrns, 1955; Goopwry, 1956b). Until the pigment has 

been isolated crystalline and its structure elucidated, it is proposed to 

name it P 481 (481 my. being the position of its main absorption maximum 

in light petroleum). Its absorption spectrum in three solvents is given in 

Fig. 1, and the exact position of the maxima in five solvents in Table 3. 

Iodine isomerization tests 


Figure 1. The absorption spectrum of P 481%in various 


Table 3. The absorption maxima of Fraction 3 


(Table 2) in various solvents show that P 481 is an all- 

hart Abacrption wuazioa trans carotenoid and not, 

(mp.) as was a possibility, a cis 

Carbon disulphide . . . . | 492, 520, 558 + isomer of. spirilloxanthin. 

Chloroform. aks <6 asa 468, 494, 527 After I, treatment changes 

Benzene SSE a: Tal a wee 470, 497, 532 characteristic of an all- 
Light petroleum ..... 454, 481, 514 


Bithanol diet edn tate 455, 482. $14, capt ane COMNDCUR Caer sae 
served (Fig. 1): a) a lo- 

wering of both extinction and wavelength, b) a reduction in the sharpness 
of the bands and c) the appearance of a cis-peak at a wavelength about 
140 my. lower than that of the maximum of the longest wavelength band. 
Fraction 4 is spirilloxanthin, being chromatographically and spectro- 
scopically indistinguishable from an authentic sample obtained from 
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Rsp.rubrum. Traces of a mixture of cis-spirilloxanthin are always obtained 
and adsorbed just below spirilloxanthin; it is difficult to decide whether 
these are artifacts or not, for spirilloxanthin very easily isomerizes under 
the mildest manipulative treatment. 

Fraction 5 is Karrer and SotmssEn’s rhodopin and appears to be 
indistinguishable from lycoxanthin, 3-hydroxylycopene, a pigment first 
isolated from the berries of Solanum dulcamara (ZECHMEISTER and 
CHoLNory, 1936). We have obtained a number of pieces of evidence to 
justify considering rhodopin and lycoxanthin identical: 1. the absorption 
spectra maxima in a number of solvents are almost identical (Table 4); 
2. the shape of the spectrum of our pigment is identical with that of 
lycoxanthin extracted by us from 8S. dulcamara (ZmCHMEISTER and 
CHOLNOKY did not record the shape of their absorption curve); 3. iodine 
isomerization of both pigments produces the same spectral changes; 
4. chromatographically homogeneous specimens of the two pigments 
cannot be separated on columns of either alumina or MgO/Celite (2:1); 
5. lycoxanthin (rhodopin) has been found as a constant constituent of a 
number of Athiorhodaceae (Goopwin, 1956b) including Rhodopseudo- 
monas palustris which is a synonym of Rhodovibrio and Rhodobacillus 
spp. (VAN Nigx, 1944) in which Karrer and SoLmssEn (1936) observed 
rhodopin; and 6. it is also clearly the same pigment as that observed 
by Haxo (1949) in Neurospora crassa and termed lycoxanthin or 
rhodopin, and by Starr and SapPERSTEIN (1953) in Corynebact. poin- 
settiae and termed lycoxanthin. Haxo’s pigment is adsorbed above 
spirilloxanthin using Ca(OH),/Celite as adsorbent and light petro- 
leum/acetone as developer, whilst Srarr and SAPERSTEIN’s pigment 
is adsorbed below spirilloxanthin using MgO/Celite as adsorbent and 
light petroleum/acetone as developer. Both fraction 5 and authentic 
lycoxanthin when examined on these two adsorbents admixed with 
authentic spirilloxanthin behave in the way described by Haxo and by 
Starr and SaPErstEIN for their pigments; 7. the possibility existed that 
fraction 5 differed from lycoxanthin in having its hydroxyl attached to 
C, instead of C,. By analogy with cryptoxanthin (3-hydroxy-f-carotene) 
and isocryptoxanthin (4-hydroxy-f-carotene), 3-hydroxy- and 4-hydroxy- 
lycopene would have identical absorption spectra and would either be not 
separable chromatographically or separable with only the greatest 
difficulty. 

Differentiation is simple however, because the 4-hydroxy compound 
should react with CHCl, containing HCl in the manner characteristic of 
carotenoids containing a -CH(OH)CH = CH- group; water is removed 
and a pigment with lower adsorptive affinity and absorption maxima at 
longer wavelengths than the parent compound is produced (WALLOAVE 
and ZECHMEISTER, 1953). Fraction 5 does not react with CHCl;/HCl in 
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this way; 8. the possible identity of fraction 5 with methoxylycopene 
(van Nrzx, 1944) was ruled out by chromatographie comparison with an 
authentic specimen of the latter. The two pigments were easily separable ; 
for example, in one experiment, methoxylycopene was eluted with 4% 
(v/v) ether in light petroleum and fraction 5 with 15%. 


Table 4. A comparison of the absorption maxima (mu) of Fraction 5 (Table 2) with 
those of lycoxanthin and rhodopin 


Solvent Fraction 5 Lycoxanthin? Rhodopin*»* 
Carbon disulphide ... . 476, 505, 544 | 472, 506, 546 478, 508, 547 
Light petroleum?. . .. . 443, 469, 500 | 443, 472, 502 440, 470, 501 
Benzene...) Fee a ae 456, 484, 519 | 456, 487, 521 —- — — 
Chloroformiyyy =i) ate 455, 482, 516 | — — — 453, 486, 521 
Ethno] oy ve xsneletecs weet 455, 470, 501 | 442, 473, 503 442, 470, 501 


1 ZECHMEISTER and CHOLNOKY (1936). 

2 Light petroleum (b. p. 60—80°) was used by ZECHMEISTER and CHOLNOKY; abs. 
maxima of carotenoids increase slightly in the higher boiling fractions. 

3 KARRER and SOLMSSEN (1936). 

4 KARRER and WURGLER (1943). 


Fractions 6, 7 and 8 occur only in small amounts and have not been 
examined in detail. Fraction 6 appears from its adsorptive properties to 
be a monohydroxy carotenoid. This was confirmed by partition experi- 
ments; the pigment distributes almost equally between light petroleum 
and 95° methanol but is epiphasic to 90% methanol. It may be identical 
with KARRER and SOLMSSEN’s (1936) rhodovibrin. It has an absorption 
’ spectrum indistinguishable from P 481 and therefore must contain the 
same or a very similar chromophoric system; it is therefore designated 
here hydroxy-P 481 for convenience. 

Fraction 7 is probably identical with the pigment observed in small 
amounts in Rsp. ruburm (GoopWIN and Osman, 1954) and tentatively 
identified as demethylated spirilloxanthin. 

Fraction 8 closely resembles lycophyll (3,3-dihydroxy-lycopene) 
(ZECHMEISTER and CHOLNOKY, 1936); adsorptive properties and phase 
tests (hypophasic to 90% v/v aqueous methanol) indicate two free 
hydroxy groups and its spectrum is indistinguishable in position and 
shape from that of lycopene. 

These results indicate that the general distribution of carotenoid 
pigments in Chromatium sp. is qualitatively similar to that found in all 
Athiorhodaceae except those which produce different carotenoids accord- 
ing to whether they are grown aerobically or anaerobically e. g. Rhodo- 
pseudomonas spheroides (Goopwin, Lanp and Osman, 1955; Goopwin, 
1956b). There is therefore nothing specially characteristic in the caro- 
tenoid distribution in this member of the Thiorhodaceae. 
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Quantitative Experiments 

The quantitative distribution in mature (5 day) cultures of Chromatium 
sp. is given in Table 5. It will be noted that lycoxanthin is the major 
component. There are no significant changes in this quantitative picture 
in old cultures (10 days and 4 weeks), but in one experiment it was 
observed that the percentage of lycoxanthin was increased and that of 
spirilloxanthin and P 481 reduced in a 40 hr. culture. 

The total concentration of pigment (1.8 mg./g. dry wt.) is somewhat 
less than in Rsp. rubrum (3.5 mg./g. dry wt.) (Goopwin and Osman, 
1953) and in R. spheroides (2.5 mg./g. dry wt.) (Goopwin et al., 1955). 


Table 5. The quantitative carotenoid distribution in Chromatium sp. 
(Amounts produced per bottle (270 ml.); 5 day cultures; temp. 30°) 


Potal-drys wt. (wg.): 4.5 eae for «sein 176.0, 158.7 
Tsotsi S:) etek ea epMes csi Vht eee 35.6, 24.4 
Soi lal Did BeMie Me oteed- <i centistl vcr Joes Socks 20.4, 15.4 
Total amount % of total 

Pigments present (g.) pigments present 
iy. COMODO Mees rmiserene =) ret st a) a ic 20.2, 25.2 is) Wie 
AAS lamest Ceo gaa, Moms oN « 39.2, 45.6 13.3, 13.1 
Ppimilloxanthimeress =. eyes) ee 84.8, 91.1 28.6, 26.2 
MS yiCOXANtHIN GMa are Pet Tiree Va lots 136.0, 167.8 46.0, 48.2 
Hydroxy-P 481 (? rhodovibrin) . . . 12.8, 10.0 4.3, 2.9 
Demethylated spirilloxanthin. .. . 0, 4.2 Ome L so 
(2h) Lae) Dak ce oe gee Oo eee 2.9, 4.3 1.0, 1.2 
ARSE" ae & OW pecs Geena) Mean 295.9, 348.2 
Total pigment concentration 

(mie clap wih)\ie io 6 6 816 6 6% 1.68, 2.19 


The effect of diphenylamine 

Diphenylamine, which inhibits both chlorophyll and carotenoid 
production in Rsp. rubrum and stimulates production of the more 
saturated polyenes (GoopWIN and OsMAN, 1954) was found to have a 
similar effect on our Chromatium sp. The visual appearance of diphenyl- 
amine cultures of Chromatium sp., varied from almost completely 
colourless to blue-green. The polyene distribution in these different 
coloured cultures is complex. In all cases the members of the phytofluene 
series, phytoene, phytofluene and neurosporene were detected and 
identified by comparison with authentic specimens from diphenylamine 
cultures of Ph. blakesleeanus (Goopwtin, 1952, 1955) ; ¢-carotene, or a very 
closely related compound was also present. 

Also present were polyenes, not previously observed in diphenylamine 
cultures of Ph. blakesleeanus or Rsp. rubrum. Their phasic and adsorptive 
properties indicate that they contain one hydroxyl group and they have 
chromophoric systems identical with ¢-carotene and neurosporene. A 


are 912 


ee compound very similar to the latter has been obabivod i ina R. Py SAM 

ant mutant (R.Y.STanreR, private communication). No compounds 
a similarly related to phytoene or phytofluene were observed. Three other 

be unidentified polyenes occurred in traces. es 
cae The blue green colour of some diphenylamine cultures of Chromatvwm 


_ sp., is due to almost complete inhibition of lycoxanthin associated with a 
We much less intense inhibition of bacteriochlorophyll synthesis. 


Attempts at synthesizing lycoxanthin in washed suspensions 

A number of experiments in which washed diphenylamine cells of 
Chromatium spp. were resuspended anaerobically in phosphate buffer in 
the light, did not reveal any synthesis of lycoxanthin. This is in marked 
contrast with Rsp. rubrum (GoopwIn and Osman, 1954). aes 


Summary 
1. A Chromatium sp. produces mainly lycopene (rhodopurpurene), 
spirilloxanthin, lycoxanthin (rhodopin), and a new pigment provisionally 
+ pe termed P-481. Lycoxanthin is the major component. Traces of three 
other polyenes were also observed. 

2. Diphenylamine cultures of Chromatium show reduced synthesis of 
the normal constituent pigments and stimulation of the synthesis of the 
more saturated phytofluene series: Two new polyenes of the phytofluene 

series were observed; they were monohydroxy derivatives with chromo- 
phoric systems similar to those of ¢-carotene and neurosporene. 

We thank the Medical Research Council for a grant towards laboratory expenses 
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Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit mu8 dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftli 

. . . . . ich N 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden AREY 
Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklarung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizufiigen, da er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 
Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und véllig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 
Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig in 
Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 
Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
duktionsgréBe erwiinscht. 
Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstindnis Notwendige 
gebracht werden. 


Selbstindige kritische Sammelreferate tiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Einfihrung in die Atomphysik. Von Wolfgang Finkelnburg, Honorar- 
professor an der Universitat Erlangen. Vierte, verbesserte und erginzte Auflage. 
Mit 266 Abbildungen. XI, 545 Seiten Gr.-8°. 1956. Ganzleinen DM 45.— 


Inhaltsibersicht: Einleitung. — Atome, Ionen, Elektronen, Atomkerne, Photonen. 
— Atomspektren und Atombau. — Die quantenmechanische Atomtheorie. — Die 
Physik der Atomkerne. — Physik der Molekiile. — Festkérper-Atomphysik. — Tabelle 
der fiir die Atomphysik wichtigsten Konstanten und Beziehungen. — Sachverzeichnis. 


... Finkelnburgs Einfihrung in die Atomphysik ist eines der inhaltsreichsten Bucher, 
die in den letzten Jahrzehnten geschrieben worden sind. Fir den Studenten und den 
Physiker ist es eine Fundgrube von Anregungen und gleichzeitig ein Nachschlagewerk, 
in dem man nicht nur eine kurze Schilderung des Gegenstandes, sondern auch zugleich 
die wesentlichen Literaturhinweise findet. Fir den eiligen Leser, der sich nur kurz in- 
formieren méchte, oder der den Gegenstand schon einigermaBen zu kennen glaubt, sind 
die wesentlichen Gesichtspunkte in Kursivdruck hervorgehoben. Dies ist wirklich 
,,Dienst am Kunden“. Eine groBe Zahl zwar einfacher, aber héchst instruktiver Ab- 
bildungen erleichtern die Lektire. 
Man wiirde Finkelnburgs schénem Werk nicht gerecht werden, wenn man nur seinen 
Inhalt beachtet. Es liegt zwar nahe, daB bei wissenschaftlichen Werken die Qualitat der 
sprachlichen Darstellung hinter dem Inhalt zuriicktritt und deshalb nur selten eine 
Wiirdigung findet. Es gibt aber wissenschaftliche Werke, denen man nicht ihres Inhalts 
wegen ein hohes Niveau zusprechen darf, sondern die auch wegen der Klarheit ihres 
Ausdrucks und der Eleganz ihres Stiles als literarische Erzeugnisse gewertet werden 
konnen. Man kann ruhig vom Stil der naturwissenschaftlichen Literatur sprechen und 
Finkelnburg ist ein Meister dieses Stiles. 

Professor Weizel-Bonn in ,,Physikalische Blatter“ 
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Fortschritte der Botanik 


Begriindet von Fritz von Wettstein. Unter Zusammenarbeit mit mehreren Fach- 
genossen und mit der Deutschen Botanischen Gesellschaft herausgegeben von Professor 
Dr. Ernst Giiumann, Ziirich, und Professor Dr. Otto Renner, Miinchen. — 


Siebzehnter Band: 


Bericht iber das Jahr 1954 
Mit 99 Abbildungen. VI, 890 Seiten Gr.-8°. 1955. DM 125.—; Ganzleinen DM 128.— 


Inhaltsiibersicht: Morphologie: Morphologie und Entwicklungsgeschichte der 
Zelle. Von Professor Dr. L. Geitler, Wien. — Morphologie einschlieBlich Anatomie. Von 
Professor Dr. W. Troll und Professor Dr. H. Weber, Mainz. — Entwicklungsgeschichte. 
und Fortpflanzung. Von Professor Dr. K. Steffen, Marburg/Lahn. — Submikroskopische 
Morphologie. Von Privat-Dozent Dr. K. Miihlethaler, Ziirich. — Systemlehre und 
Pflanzengeographie: a) Systematik und Phylogenie der Algen. Von Professor Dr. 
B. Schussnig, Jena. — b) Systematik und Stammesgeschichte der Pilze. Von Dozent 
Dr. H. Kern, Ziirich. — ¢) Systematik der Flechten. Von Dr. J. Poelt, Miinchen. — 
d) Systematik der Moose. Von Dr. J. Poelt, Miinchen. — e) Systematik und Stammes- 
geschichte der Pteridophyten. Von Dr. J. Poelt, Minchen. (Folgt in Band XVIII.) — 
f) Systematik und Stammesgeschichte der Spermatophyten. Von Privat-Dozent 
Dr. H. Merxmiiller, Miinchen. (Folgt in Band XVIII.) — Paliobotanik. Von Professor 
Dr. K. Magdefrau, Minchen. — Systematische und genetische Pfilanzengeographie. 
Von Professor Dr. F. Firbas, Géttingen, und Privat-Dozent Dr. H. Merxmiiller, 
Miinchen. — Okologische Pflanzengeographie. Von Professor Dr. H. Ellenberg, Ham- 
burg. — Okologie. Von Professor Dr. Th. Schmucker, Hann.-Miinden. — Physiologie 
des Stoffwechsels: Physikalisch-chemische Grundlagen der Lebensprozesse (Strahlen- 
biologie). Von Professor Dr. W. Simonis, Hannover. — Zellphysiologie und Proto- 
plasmatik. Von Professor Dr. H. J. Bogen, Braunschweig. (Folgt in Band XVIII.) — 
Wasserumsatz und Stoffbewegungen. Von Professor Dr. B. Huber, Miinchen, und 
Dr. L. Bauer, Tiibingen. — Mineralstoffwechsel. Von Professor Dr. H. Burstrém, 
Lund (Schweden). — Stoffwechsel organischer Verbindungen I (Photosynthese). Von 
Professor Dr. A. Pirson, Marburg/Lahn. — Stoffwechsel organischer Verbindungen II. 
Von Professor Dr. K. Paech t, Tiibingen. — Physiologie der Organbildung: Ver- 
erbung: a) Genetik der Mikroorganismen. Von Professor Dr. Dr. H. Marquardt, Frei- 
burg/Br. (Folgt in Band XVIII.) — b) Genetik der Samenpflanzen. Von Professor Dr. 
C. Harte, Kéln. — Cytogenetik. Von Professor Dr. J. Straub, Kéln. — Wachstum. 
Von Dozent Dr. J. Reinert, Tiibingen. — Entwicklungsphysiologie. Von Professor Dr. 
A. Lang, Los Angeles (Californien). — Physiologie der Fortpflanzung und Sexualitit. Von 
Privat-Dozent Dr. H. F. Linskens, Kéln. — Viren: a) Pflanzenpathogene Viren. Von 
Oberreg.-Rat Dr. E. Kohler, Braunschweig. — b) Bakteriophagen. Von Dozent Dr. Dr. 
W. Weidel, Tiibingen. — Sachverzeichnis. 
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